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RESUMEN

Las chaperoninas son proteinas que forman complejos oligoméricos de 14
subunidades idénticas, de peso molecular de 60 Kda cada una. Presentan
multiples funciones, y la principal de ellas es su habilidad para reconocer y
modular los estados de plegamiento dentro de las células. Se encuentran en
todos los organismos donde han sido buscados, desde bacteria hasta
mamiferos. En estos ultimos se localizan en los organelos, lo que sugiere
que estas proteinas son de origen endosimbiotico. Aqui se presentan

resultados que son congruentes con esta hipotesis.

Desde el punto de vista evolutivo, las caracteristicas funcionales de las
chaperonas moleculares en general y, en particular, la familia de cpn60
(incluyendo el involucramiento de esta ultima en la respuesta a choque
térmico), las hacen de vital importancia para los procesos metabdlicos
tempranos, por lo que es probable que en ello se finque su alto grado de

conservacion.

El péptido ha sido observado al microscopio electronico y a partir de ello se
ha descrito su estructura cuaternaria. Aun asi, pocos hechos son claros a
nivel de estructura secundaria y terciaria; lo Gnico concluyente son los
estudios de dicroismo circular, de donde se deduce que este péptido posee

al menos 60% de alfas hélices en su estructura secundaria.



Los resultados obtenidos en este trabajo en la prediccién de estructura
secundaria usando varios métodos en el programa PcGene son cercanos a
esa cifra (50.6%), y dado que estos caracteres se alternan con las R plegadas,

la cpn60 se clasificaria como alfa/Reta

En este trabajo se identificaron y describieron 5 regiones altamente
conservadas en la estructura primaria de la cpn60. Como resultado, se
proponen algunas implicaciones estructurales, funcionales y evolutivas para
una de estas zonas. Como estrategia para dilucidar estas regiones, se
utilizaron varios recursos, que incluyen desde alineamientos maltiples vy
pareados, graficas manuales, hasta logaritmos por ordenador, incluyendo
criterios fisicoquimicos (como el promedio de hidropatia), ademas de un

esbozo de estructura secundaria promedio.

En base a lo anterior se comprobé la homologia de estas proteinas y se
obtuvo un arbol filogenético, donde se pueden ver en forma muy clara las
relaciones filogenéticas de los diferentes grupos, ya que estos se alinean de

manera natural.

A partir de caracteristicas muy conservadas en este péptido, en el presente
estudio se propone un posible sitio catalitico, que estaria en la cuarta region
descrita. Sin embargo, la relevancia de las zonas restantes , no es aun clara,
aunque la posibilidad que se identifique un papel igualmente importante no

se puede descartar.



2 INTRODUCION

CHAPERONAS MOLECULARES.

2.1 Definicion.

Son proteinas que influyen en el plegamiento de otras proteinas y no son
componentes de la estructura funcional final de estas ultimas (Hemmingsen
et al. 1988). Esta es una definicion muy general, ya que ahora muchas
proteinas son conocidas como moléculas chaperonas, como por ejemplo,
nucleoplasmina, (Para la cual Laskey (1978) acuno el termino), hsp70,
particulas de reconocimiento, Sec B y otras (Ang et al.1991; Ellis y Van der
vies, 1991). Las diferentes clases de chaperonas se distinguen en funcién de

su peso molecular.

Las chaperonas, son llamadas también proteinas de choque térmico o de
estrés. Las funciones de esas proteinas bajo condiciones celulares normales

asi como condiciones de estrés son actualmente foco de gran interes.

Su funcién in vivo no es como catalizadora de formacion de estructura
secundaria, sino de reorganizacion y estabilizacion de intermediarios no
plegados o parcialmente plegados durante el proceso de plegamiento,
ensamble y desensamble de los polipéptidos y, ademas previene la
interaccién intra e intercadenas que pueden provocar la formacion de

agregados.



Algunos miembros también interactian con moléculas nativas para promover
el reagrupamiento de las interacciones proteina-proteina en estructuras

oligomericas (Ellis y Hemmingsen,1989;Gething y Sambrook, 1992).

La mayoria de las chaperonas identificadas hasta ahora corresponden a tres
familias altamente conservadas de proteinas, cuyos miembros estan
ampliamente distribuidos desde procariontes hasta plantas y mamiferos. En
células eucariontes los miembros de las diferentes familias han sido
localizados en diferentes compartimientos y organelos celulares. Su principal
denominador puede ser su acumulacion en los casos donde aparezcan
proteinas no plegadas o mal plegadas en la célula (Ananthan et
al.1986;Normington et al.1989). Los nombres de estas familias son: hsp70,

hsp90 y hsp60 (groEL/chaperoninas).

El interés inicial hacia estas familias de proteinas fue debido a su induccidon
especifica durante la respuesta de los organismos al choque térmico (Linquist
y Craig,1988). No obstante, la mayoria de los miembros de esas familias son
expresados constitutiva y abundantemente, aun en ausencia de algln tipo de
estrés. Ademas en diversos estudios genéticos se ha demostrado que muchas
de esas proteinas son esenciales para la viabilidad celular bajo condiciones

de crecimiento normal (Lindsquist y Craig,1988;Fayet et al.1989).



2.2 La familia hsp70.

Los miembros de esta familia de proteinas han sido implicados en la
estabilizacion de proteinas no plegadas antes de su ensamble en el
citoplasma (Beckmann et al1990), en la translocacién dentro de los
organelos incluyendo el reticulo endoplasmico y mitocondria (Chirico et
al.1988;Murakami et al.1988), en la estabilizacién de polipéptidos nuevos
translocados antes de su plegamiento y ensamble (Pelham,1989;Kang et
al.1990), en el rearreglo de proteinas oligoméricas (Rothman vy
Schimid,1986;Deluca et al.1990), en la disolucion de agregados proteicos
(Pelham,1989), vy en la degradaciéon rapida de proteinas inviables en el
citoplasma (Dice,1990;Chiang et al. 1989).

2.3 La familia hsp90.

Los miembros de este grupo quizas estabilicen una amplia variedad de
proteinas inactivas o no plegadas (Lindquist y Craig,1988). constituyen el
segundo grupo mayor de proteinas de estrés, sus miembros estan
ampliamente distribuidos. Las hsp90 en el citoplasma estan asociadas con
diversas proteinas celulares, incluyendo las retrovirales transformantes, los
receptores hormonales (esteroides), las cinasas celulares, la actina y la
tubulina (Lindquist y Craig,1988). Las caracteristicas comunes de esas
interacciones parece ser la estabilizacién de las proteinas en estado inactivo

o no plegadas.



La funcion de las hsp90 no esta alin clara, sin embargo es posible que tengan
un papel similar a las proteinas hsp60 y hsp70, por ejemplo uniendo a los
polipéptidos nacientes y acompanando a estas proteinas hasta su
localizacion celular correcta (como en el caso de las hsp60), o manteniendo

en ellas su forma correcta para el plegamiento.
2.4 Hsp60 (chaperoninas).

Las chaperoninas son una familia de proteinas altamente conservadas
filogenéticamente (Ellis y Van der Vies, 1991; Hemmingsen et al. 1988;
Zeilstra et al. 1991). Este péptido es codificado por el gen groE
(Georgopoulos et al. 1973;Sternberg,1973). Se ha demostrado por diversos
experimentos que las proteinas de esta familia no solo son homologas en
secuencia, sino que funcionalmente también estan altamente conservadas

(Gatenby et al.1985).

Su alto grado de identidad, asi como su amplia distribucion (se encuentran
en células procariontes y eucariontes, en particular en los organelos de estos
ultimos) sugieren un origen muy antiguo, ademas de alguna relacién con la

aparicion de mitocondrias y cloroplastos via endosimbiosis.

En condiciones naturales son abundantes. y en diversas situaciones adversas
(por ejemplo aumento de temperatura) se puede incrementar drasticamente
su nivel de sintesis, por lo que se les ha incluido en las llamadas proteinas
de choque térmico o de estrés, pero en forma errénea ya que ello solo alude a

una de sus funciones.



Caracteristicas generales

Son oligdbmeros de alto peso molecular, con 14 subunidades idénticas, cada
una con una masa molecular aproximada de 60 Kda, arregladas en una
estructura compleja que comprende 2 anillos de 7 subunidades cada uno,
asociados uno a otro. Este tipo de molécula es conocida como GroEL (en
bacterias), Hsp60 (en mitocondria de levadura), RUBP (en cloroplasto de
planta) y proteina p1 (en mitocondria de mamiferos) o colectivamente como

chaperoninas 60 (Cpn60) en razon del peso molecular de sus subunidades.

En contraste con las cpn60 de bacterias y de mitocondrias de levadura, las
cuales contienen una subunidad simple (Hemmingsen et al. 1988; Reading et
al. 1989), la proteina del cloroplasto contiene 2 polipéptidos de poca
diferencia en tamano (Martel et al.1990; Musgrove et al. 1987) pero de alta
divergencia en secuencia de aminoacidos. Sin embargo, existe controversia

acerca de si la unidad funcional es homo o hetero oligomérica.

GroEL posee una actividad ATPasa débil, que requiere iones de magnesio y
potasio para su maxima actividad (Chandrasekhar et al. 1986; Viitanen et al.
1990). Esta actividad es suprimida cuando GroES se une a GroEL, lo que
requiere la presencia de otro ATP o ADP (Chandrasekhar et al. 1986; Viitanen
et al. 1991).



Chaperoninas 10 (Co-chaperoninas cpn10).

Es una proteina pequefia, que contiene subunidades de cerca de 10 Kda, y al
menos en bacteria parece estar formada de un anillo simple de 7
subunidades (Chandrasekhar et al. 1986). En bacterias es conocida como
GroES, y las proteinas relacionadas en mitocondrias de mamifero son

conocidas como cpn10 (Lubben et al.1990).

Aunqgue se desconoce el papel biologico especifico de cpn10, por evidencias
experimentales se ha propuesto que normalmente funciona interactuando
con la chaperonina cpn60, regulando su funcién (Chandrasekhar et al. 1986;
Goloubinoff et al. 1989; Viitanen et gl. 1991). Aunque con bajo nivel de
resolucion, las estructuras cuaternarias de las chaperoninas bacteriana y
mitocondrial c¢pn60 han sido observadas al microscopio electronico
(Bochkareva et al. 1988; Lissin et al. 1990; McMullin et al. 1988). La
estructura secundaria y terciaria de ambas chaperoninas (10 y 60 Kda) es alin

desconocida.
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Tipo de chaperoninas.
a). Chaperoninas citoplasmaticas.

Recientemente se ha demostrado con técnicas de microscopia electrénica y
de inmunomarcaje que GroEL y las proteinas relacionadas estan también
presentes en el citoplasma de células de avena (Grimm et al. 1991). También
se ha visto que algunas secuencias homodlogas pueden ser identificadas entre
las chaperoninas y el complejo polipeptidico citoplasmatico 1 de ratén (tcp1)
(Gupta, 1990). Sin embargo, su relacion a nivel de secuencia con cpn60 es
muy débil (17%), ademas de que presenta diferencias en su actividad de
chaperona, y no presenta actividad de respuesta al choque térmico (Gupta,
1990).

Por lo anterior se le ha propuesto como una familia nueva, para la cual se ha
sugerido el nombre de Tric (Hendrick y Hartl, 1993). A esta familia también
perteneceria tf55 (factor termofilico de subunidades de 55 Kda), una proteina
chaperona y con actividad de respuesta al choque térmico de Sulfolobus
shibatae, ademas de otras proteinas relacionadas, todas ellas de
archeabacteria (Trent et al.1991;Frydman et al. 1992;Gao et al.1992;Lewis et
al.1992;Yaffe et al.1992; Hendrick y Hartl, 1993).

Por otro lado, en el momento de elaborar este trabajo se tenian un nimero
muy escaso de secuencias disponibles de este tipo de polipéptidos. Ademas
de que los estudios sobre esta proteina estan en pleno desarrollo, por lo que

en el presente ensayo no se han incluido.
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b) Las chaperoninas Bacterianas.

Las primeras chaperoninas estudiadas en detalle fueron las proteinas GroESy
GroEL de E. coli. El gen groE fue originalmente identificado por mutaciones,
que evitaban el crecimiento de algunos bacteriéfagos (Ang et al. 1991; Ellis y
Van der vies, 1991; Zeilstra et al. 1991). Después se descubrié que las
proteinas groE influyen el ensamble de cabeza o estructura del tallo
(dependiendo del fago). Los sitios de esa integracion fueron identificados
genéticamente, y estudios sucesivos revelaron que tanto los genes de GroES
como los de GroEL son esenciales para el crecimiento bacteriano (Fayet et al.
1989), y que constituyen un operdn cuya expresion es incrementada durante
el choque térmico.

En condiciones de estrés moderado, el nivel de GroEL celular puede aumentar
de un 2% a un 10% con respecto al nivel basal (Ellis y Van der vies, 1991).
Evidencias genéticas sugieren que GroEL esta también involucrada en la
replicacion de DNA,y en el ensamble y transporte de proteina de los fagos
(Fayet et al. 1986; Goloubinoff et al. 1989; Jenkins et al. 1986; Van Dyk et al.
1989).

En otras bacterias también han sido identificadas proteinas relacionadas a
GroES o GroEL, mismas que poseen un alto grado de similitud en sus
secuencias de aminoacidos (Zeilstra et al. 1991). Secuencias homéblogas
también se han identificado entre E. coliy el cloroplasto cpn60 (Hemmingsen
et al. 1988). Esta ultima proteina esta implicada en el ensamble de la Rubisco

en cloroplasto (Gatenby y Ellis, 1990).
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Se ha demostrado experimentalmente que es posible expresar y ensamblar
Rubisco cianobacterial en E. coli (Gatenby et al. 1985), y que es factible la
utilizacion de genética molecular bacteriana para probar si los productos del
gen groE estan involucrados en el ensamble in vivo de Rubisco.

Lo anterior sirvio de base para verificar el papel de las chaperoninas, y que
fueron detectadas mediante incremento del ensamble de Rubisco, y en la
utilizacion de cadenas de groE defectuosas para anticipar una reduccién en el
ensamble de Rubisco (Coloubinoff et al. 1989).

Se ha demostrado también experimentalmente el papel de GroEL en la
regulacion del gen nif, y en el ensamble de la Nitrogenasa (Govezensky et al.
1991).

En un intento por definir el papel de las chaperoninas en células bacterianas,
se han utilizado técnicas de supresion genética, pues el plegamiento de
polipéptidos puede estar influenciado significativamente por la temperatura,
y se sospecha que en bacterias algunas mutaciones sensibles al calor
pueden producir plegamientos alterados. En este tipo de incubacion a
temperaturas no permisivas, el calor propicia la desestabilizacion de
intermediarios del plegamiento, dando por resultado la agregacion y

proteolisis, y en consecuencia un crecimiento defectuoso.

Se demostré asi gue el incremento de la expresién de las chaperoninas groE,
en un rango de temperaturas que afectan al crecimiento de mutantes, puede
corregir crecimientos defectuosos para el ensamble y/o plegamiento de

polipéptidos mutantes.
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También se ha encontrado que la sobreexpresion de los productos del
operén groE dan como resultado la supresion de mutaciones sensibles al
calor en genes que codifican diversas enzimas y proteinas estructurales (Van
Dyk et al. 1989).

Una supresion similar también fue observada para los fenotipos mutantes de
algunos alelos dnaA (Fayet et al. 1986; Jenkins, 1986), notandose que esta
supresion requiere de la sobreexpresion de groES y groEL. Los niveles
requeridos de las proteinas groE estan alrededor del 20 al 30% del total de la
proteina celular. Es posible que este fendmeno se deba al reacomodo de esas
proteinas inestables mutantes. Es probable también que con niveles
normales de chaperonina en la célula se pueda auxiliar a corregir errores en
el plegamiento de proteinas mutadas, y de esta manera corregir algunos
defectos genéticos que traen consigo plegamientos débiles.

Estas evidencias genéticas muestran que, en conclusién muchas proteinas en
bacteria interactuan con chaperoninas, y lo cual ha sido comprobado con la

demostracion de su elevada afinidad de asociacién a groEL.

¢) Chaperoninas de cloroplastos.

Las chaperoninas cpn60 de cloroplastos fueron encontradas inicialmente
estudiando la biosintesis de Rubisco en cloroplastos aislados. Las cpn60
fueron vistas a través de gelés de poliacrilamida, en donde se puede ver que
la subunidad grande de Rubisco sintetizada en el cloroplasto se ensambla en
la holoenzima, pero una parte importante de esa subunidad se asocia en
forma estable con una proteina oligomérica de alto peso molecular
(Barraclough vy Ellis, 1980).

14



Este oligomero fue inicialmente llamado subunidad proteica grande de union
a Rubisco (conocida ahora como ¢pn60), y posee un tamafio de mas de 800
Kda, con subunidades de 60 Kda (Barraclough y Ellis, 1980; Hemmingsen y
Ellis, 1986).

Estos estudios sugieren la posibilidad de que la subunidad grande de
Rubisco naciente este especificamente asociada con cpn60 antes de su
ensamble con la holoenzima, y que el complejo binario de la subunidad
grande/cpn60 sea un intermediario esencial en el ensamble de Rubisco

(Barraclough vy Ellis, 1980).

En experimentos independientes se ha demostrado que la subunidad grande
de Rubisco sintetizada in vivo puede recuperarse intacta de cloroplastos en
forma de dos complejos de sedimentacion de 7s y 29s en gradiente de
sacarosa (Roy et al. 1982). El complejo 29s contiene subunidad de Rubiscc
grande asociada con cpn60, y el complejo 7s puede comprender dimeros de

Rubisco.

Cuando los cloroplastos fueron incubados a la luz, se observd que las nuevas
subunidades grandes sintetizadas en el complejo 7s y en el 29s
desaparecieron y son posteriormente encontradas en el ensamble de la
holoenzima Rubisco, lo que demostro que la subunidad 29s interactua con la
cpnb60 (Roy et al. 1982).

El ensamble postranslacional de Rubisco es acelerado en extractos de

cloroplasto por la adiciéon de ATP. Remanentes de complejo de 29s y

oligbmeros de cpn60 permanecen intactos (Blom et al. 1983).

15



Sin embargo en presencia de iones de Magnesio el ATP causa disociacion de
el complejo 29s (Bloom et al. 1983). Adicionalmente se vio que cpn60
purificado de cloroplasto fue utilizado exitosamente en el replegamiento de

Rubisco in vitro, (Goloubinoff et al. 1989).

En cloroplasto, cpnG0 esta compuesto de dos tipos de subunidades de 61
Kda y 60 Kda, conocidos como subunidades alfa y beta (Musgrove et al.
1987) respectivamente. Las dos subunidades son altamente divergentes en
su predicciéon de secuencia de aminoacidos (Martel et al. 1990). Ambas son
codificadas en el nacleo por genes diferentes, y son importadas al
cloroplasto a través de la sintesis de precursores de ribosomas
citoplasmaticos (Hemmingsen y Ellis, 1986). La homologia de la subunidad
alfa de plantas con GroEL de E. coli, fue demostrada por Hemmingsen et al

(1988), alineando ambas secuencias.

Aungue esta demostrado el papel de cpn60 del cloroplasto en el ensamble de
Rubisco (Barraclough y Ellis, 1980; Bloom et al. 1983), esta tiene una funcion
mas general en la biogénesis del cloroplasto. En este sentido muchas
proteinas importadas en el cloroplasto forman un complejo estable con el
oligbmero cpn60 (Gatenby et al. 1988; Lubben et al. 1989). Estos
polipéptidos importados estan asociados con cpn60, y pueden ser liberados

de esta por la adicion de magnesio/ATP.
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En conclusién, al penetrar las proteinas al interior del cloroplasto en su
estado no nativo, pueden requerir interaccion con cpn60 para mediar su
replegamiento correctamente, como ha sido observado en mitocondria. Una
similitud adicional es que el cloroplasto también contiene una co-
chaperonina cpn10 homoéloga, que aparentemente ayuda en la descarga

eficiente del polipéptido asociado a cpn60 del plastido (Lubben et al. 1989).

d) Chaperoninas Mitocondriales.

Tanto la cpn60 y la cpnl0, estan presentes en mitocondria. La cpn60 fue
caracterizada preliminarmente como una proteina que se acumulaba en la
mitocondria de Tetrahymena thermophila durante el choque térmico. La
proteina purificada de este organismo contiene subunidades de 58 Kda, vy
sedimenta un complejo de 20s a 25s en gradiente de sacarosa, en donde se
obtiene una estructura relacionada a la proteina de GroEL de E. coli, y a
proteinas cpn60 presentes en mitocondria de hongos, plantas y animales
(McMullin et al. 1988).

Los andlisis de genes clonados indican una identidad de aproximadamente
50% en la secuencia de aminoacidos entre las proteinas cpn60 de bacteria,
mitocondria humana, de levadura y cloroplasto (Reading et al. 1989). Se sabe
que la cpn60 mitocondrial esta codificada en el nicleo, y que su sintesis se
incrementa como respuesta al chogue térmico (Reading et al. 1989).

En analisis de cepas silvestres y mutantes se demostré que la proteina cpn60
es requerida para el plegamiento correcto, y para el ensamble de proteinas

importadas a mitocondria (Cheng et al. 1989).
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Se pudo ver asi, que cuando una cepa con mutaciones en el gen groE, es
crecida a temperaturas no permisibles, el ensamble de un numero
importante de proteinas es defectuoso. Ello indica una disrupcién en el
estado oligomérico de cpn60 a temperaturas no permisivas, lo que resulta en

un fenotipo pleiotropico no ensamblable (Ostermann et al. 1989).

En estudios posteriores se observd que, como sucede en cloroplasto, en
ausencia de Mg/ATP una variedad de proteinas importadas en mitocondrias
aisladas forman asociaciones estables con cpn60 (Lubben et al. 1989), pero
al agregar Mg/ATP la chaperonina libera a la proteina la cual adopta su

conformacion correcta.

Estos experimentos sugieren que la unién de las proteinas, se da al menos
en parte en la superficie de la cpn60, o que esta las libera rapidamente
(Martin et al. 1991).

Otros datos demuestran que las proteinas importadas de mitocondria
pueden interaccionar inicialmente con chaperonas hsp70, y que al liberarse
de hsp70 el polipéptido interactua con cpn60, completando asi el

plegamiento y ensamble (Manning-Krieg et al. 1991).

También existe una asociacion especifica entre cpn60 vy proteinas
sintetizadas dentro de mitocondria. Por ejemplo, la subunidad alfa de
F1/ATPasa sintetizada en mitocondria de maiz se une a la cpn60 enddgena y
se libera por la adicion de Mg/ATP, lo que demuestra que el plegamiento de
proteinas codificadas tanto por el nlcleo como por la mitocondria esta

mediado por chaperoninas (Prasad et al. 1990).
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Como se ha descrito anteriormente, la tasa de polipéptidos plegados
usualmente aumenta cuando el Mg/ATP, y la Co-chaperonina cpnl10Q estan
presentes juntas. Por lo tanto, no resulta sorprendente que una GroES
homéloga este también presente en mitocondria aislada de mamiferos

(Lubben et al. 1990).

La cpnl10 y la GroEL mitocondrial forman un complejo estable en presencia
de Mg/ATP, facilitando el aislamiento e identificacion de la co-chaperonina
(Lubben et al. 1990). Esta posibilidad también ha facilitado la identificacion
de co-chaperoninas en cloroplasto.

La cpnl0 mitocondrial puede reemplazar a la GroES bacterial en el
replegamiento dependiente de chaperoninas en la desnaturalizacion quimica
de Rubisco, resultando la formacion de un complejo con GroEL. Lo anterior
demuestra como la maquinaria de plegamiento de procariontes vy
mitocondrias requieren de co-chaperoninas, para su maxima actividad

bioldgica.

2.5 Sistematica Molecular

La sistematica molecular ha ido creciendo en importancia en los ultimos
afnos, ya que presenta ventajas sobre otro tipo de datos usados en la
reconstruccion filogenética, como los morfolégicos, los ontogenéticos, los
etiolégicos, etc.

Los datos moleculares tienen atributos unicos, como son la claridad y
precision con la que se definen los caracteres y los estados de estos

caracteres.
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En general, los caracteres son independientes y discretos, o sea, que, con
diferentes tipos de datos moleculares es posible establecer homologia con
los nuevos taxa, de tal manera que los datos de diferentes estudios pueden
no solo ser utilizados sino también combinados con otros, estos se vuelven
aditivos. Obviamente se supone que estos caracteres estan sujetos a el
mismo proceso evolutivo. Ademas dado que ellos son homogéneos, el
nimero de caracteres que se puede manejar es extremadamente grande. Una
ventaja adicional es que estos se pueden comparar dentro de un amplio
rango de taxa diferentes, y por lo tanto permiten hacer analisis que no se
podrian hacer con otro tipo de informacion. Por ello los datos moleculares

pueden proponer respuestas a todos los niveles de la jerarquia taxonomica.
2.6 El concepto de homologia y la alineacion de secuencias

La definicion de homologia de los caracteres es critica en todo estudio
filogenético. En general, se dice que los caracteres son homologos cuando
tienen un origen comun. En sistematica molecular, el uso del termino
"homologia" ha adquirido algunos matices, lo que ha generado nuevos
términos para enfatizar el sentido de homologia en el contexto de la
nomenclatura de secuencias de proteinas y de acidos nucleicos.

Por ejemplo, ortologia es la homologia debida a la especiacion; Paralogia es
la homologia debida a los eventos de duplicacién de la secuencia antes de su
especiacion; xenologia es la homologia debida a los eventos de transferencia
horizontal de material genético. En este sentido, es importante hacer notar
que, si se tiene interés en estudiar las relaciones entre especies y no las

relaciones entre los genes, se debe incluir solo secuencias ortélogas.
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La alineaciéon de las secuencias es un factor crucial para cumplir con el
criterio de homologia. En el proceso de alineacion, las posiciones de los
nucleotidos o aminoacidos son asignadas para cotejarlas solamente con sus
equivalentes de otras secuencias.

En una alineacion de dos o mas secuencias, los "caracteres” corresponden a
las posiciones de nucledtidos o aminoacidos en la secuencia. Los "estados" de
estos caracteres son los diferentes nucleétidos o aminoacidos observados en
esa posicion.

En ocasiones no es tan sencillo obtener la alineacion correcta de varias
secuencias, especialmente en casos cuando se presenten deleciones e
inserciones. Por ello, la alineacion es quizas el paso mas critico y dificil de la
sistematica molecular, y con frecuencia es el procedimiento menos
comprendido en los analisis filogenéticos basados en datos de secuencias.

El procedimiento basico para alinear consiste en la asignacion de valores
positivos para los residuos alineables, a los residuos no alineables no se les
asigna valor, y se asignan valores negativos para los "gaps" (espacios que
resultan al realizar la alineacion entre 2 o mas secuencias). La alineacion que
maximiza el nimero obtenido es considerada como la mejor.

En una alineacion de secuencias, los estados diferentes de un caracter
corresponden a eventos de sustitucion y los gaps corresponden a inserciones
o deleciones. Los gaps son colocados cuando al insertarlos se maximiza el
valor de similitud total.

Para la alineacion de conjuntos de varias secuencias se han desarrollado
diversos métodos, que se basan en diferentes suposiciones e intentan alinear
a las secuencias bajo distinto criterio. Asimismo, existen también programas

que simultaneamente realizan la alineacion y la reconstruccion de filogenias.
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Un ejemplo es el programa CLUSTAL (Higgins y Sharp,1989) que funciona de
esta manera. Si bien es cierto que existen diferentes programas de software
que realizan la alineacién, estos no siempre dan como resultado la alineacién
correcta, y frecuentemente es necesario realizar ajustes a ojo a las
alineaciones realizadas por computo.La medida de "distancia" es un concepto
muy utilizado en los estudios de sistematica molecular. La definicion de
distancia es muy ambigua. Usualmente la distancia es estimada como un
sinonimo de disimilitud y opuesto a similitud. Los valores de disimilitud al
igual que los de similitud son referidos en una escalaquevadeOalode0a
100%, y la disimilitud se define como la similitud menos 1.

En los anadlisis fenéticos los datos de secuencia son transformados a
distancias por medio de un algoritmos de transformacion. Existen diferentes
tipos de modificaciones, cada uno basado en diferentes modelos. Un ejemplo
es el método utilizado por Doolitle (1986), calculado a partir de los valores
de similitud. Aun asi, el problema de las distancias entre las secuencias es
mas complejo de lo que aparenta, puesto que el nimero de los estados de los
caracteres puede ser mayor que el cambio observado, debido a la estructura
de el cédigo genético y/o por los eventos de sustitucion multiple.

En un analisis cladistico los datos de secuencia son generalmente tratados
como un multiestado de caracteres, donde el nimero de los estados del
caracter es usualmente 4 para DNA y 20 para aminoacidos. Sin embargo, se
pueden incorporar otras suposiciones a estos analisis y reducir asi la
cantidad de estados de los caracteres.

Cuando se emplean datos de secuencia puede ocurrir la no independencia del

estado del caracter y ello representar un problema.
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En el caso de las secuencias de aminoacidos estas son generalmente
codificadas de tal manera que cada residuo corresponde a un estado de
caracter separado.

Sin embargo, frecuentemente un grupo de aminoacidos pueden considerarse
como funcionalmente iguales bajo algunos criterios. Estos criterios y la
agrupacion de los aminoacidos particulares varia dependiendo del autor,
pero usualmente estan basados en la polaridad, estructura y otras

caracteristicas de los residuos.

3. ANTECEDENTES

En 1992 Brenner definio6 a la Biologia molecular teérica como el retorno a una
vieja tradicion en la ciencia, una costumbre que consiste en la observacion y
la medida. De tal manera, el estudio de los genomas difiere tanto de la
Biologia experimental como la Astronomia difiere de la Fisica experimental,
es decir se basan ambos en la observacion: Genomimia seria un nombre
apropiado para esta disciplina.

Para los Genomistas quienes miran el cielo genético, la invencion de las
técnicas de secuenciacion pueden ser el equivalente para los astronomos de
la invencion del telescopio.

En este contexto, y con el uso masivo de las PC (computadoras personales),
junto a la continua expansion de secuencias de aminoacidos conocidas
(estimadas hasta agosto de 1994 en; 36000 para PIRy 187000 para EMBL),
ademas de su continuo incremento, y de la creacion de diferentes bancos

para conservar estas secuencias, se ha creado este tipo de investigacion--
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tedrica a partir del analisis de estas secuencias. En cierto sentido la biologia
molecular esta basada fundamentalmente en las secuencias de las principales
macromoleculas. Es asi que el analisis de ellas por métodos de computacion,
constituye un intento por comprender fendomenos tan complejos como son
las interacciones bioquimicas. Para cada proteina o polinucleétido, y algunas
veces carbohidratos o lipidos se intenta proveer de un marco fisico teérico de
como esas secuencias interactuarian en el tiempo y espacio. De esta manera
se ha pretendido unificar a la biologia molecular teérica y a la experimental

en las secuencias.

Dentro de los proyectos que se llevan a cabo en el Instituto de Biotecnologia
en la UNAM, se encuentra el de aislamiento de genes de las proteinas cpn60,
por lo que con el fin de lograr la deteccion de estos por hibridacion de acidos
nucléicos, se inicio una blsqueda de secuencias de estas proteinas y sus
genes para utilizar las regiones mas conservadas como sondas de

hibridacion de acidos nucléicos.

Inicialmente se hizo una revision preliminar en la literatura, dando como
resultado, la aparente ausencia de zonas conservadas reportadas en estas
proteinas. Sin embargo, utilizando diversos enfoques, logramos discernir
dichas regiones conservadas, iniciandose de esta manera un analisis mas
sistemadtico y detallado que condujeran a describir y caracterizar estas

secuencias.
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4 OBJETIVOS

El presente trabajo, tiene como objetivos, el iniciar una busqueda

y analizar sistemadtica y detalladamente las secuencias de
aminoacidos en la estructura primaria de las proteinas de la familia
cpn60 (chaperoninas), las cuales se han reportado como altameiite
conservadas y de esta manera intentar discernir posibles
implicaciones estructurales, funcionales y evolutivas. Para lograr

estos objetivos se utilizaron métodos de computacion.

El Proyecto estuvo a cargo de el M. en C. Victor Valdés Lopez en
colaboracion con el Biol. Antonio Lazcano-Araujoy el P. de B.
Miguel Rangel Aguilera, este Gltimo como trabajo de tesis de

licenciatura.
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5 MATERIALES Y METODOS
Se utilizdé el programa de computadora PC/Gene: Sistema software para
analisis de secuencias de acidos nlcleicos y proteinas, version 6.26, disefiado

en la Universidad de Génova ltalia.

Se utilizaron los siguientes bancos de genes:

(1) Protein Intelligentics Resource (PIR), de la Georgetown University Medical
Center (National Biomedical Research Fundation). Con terminal instalada en
el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

(2) Genbank: Genetic Sequence Database Computer and Information Science
Div. BBN Laboratories, Inc. Con terminal instalada en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

(3) EMBL Data library. Graham Cameron, Data Library Manager Postfach 10
2209 Meyerhofstrasse 1 6900 Heidelberg, Germany, con terminal instalada
en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Microcomputadora. AT 386 de 33 Mhz, con disco duro de 106 Megabytes,
con memoria en Ram de 4 Megabytes, y monitor VGA.

Instalada en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la
UNAM.

Programa de software elaborado por el Dr Luis Medrano (1993), para la
identificacion de las zonas conservadas.

Programa de software disefiado por el Dr Luis Medrano (1993), para ilustrar
el promedio de identidad en un grafica de matriz de puntos.

Programa de software SIGMA PLOT 5, instalado en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM.
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Obtencion de las secuencias.

Las secuencias obtenidas se guardaron en diskette para ser procesadas en el
PC/Gene mediante el comando SEQUIN, el cual permite crear o modificar
secuencias de acidos nicleicos y proteinas. En este comando se le suprimid
el péptido lider a las proteinas de eucariontes, y luego se utilizd la opcién
TRANSL, la cual tiene como funcion la traduccion de las secuencias de

nlcleotidos a aminoacidos.

Secuencias obtenidas (incluyendo secuencia consenso), asi como los nombres
cientificos de los organismos, las referencias bibliograficas, denominacion de

los bancos, tipo celular y el nombre que las secuencias tendran en este

trabajo.

Nombre cientifico referencias banco secuencia

Escherichia coli Hemmingsen Genbank Ecogroel
proc(bacteria) etal. 1988

Synechococcus sp Webb et al. 1990 PIR  Groel$synp7

proc(cianobacter)
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Synechocystis sp Chitnis et al. 1991 EMBL Groel$syny3

proc(cianobacter)

Micobacterium Mhera et al. 1986 EMBL Micobovi
leprae  proc(micobacter) PIR
Micobacterium Shinnick et al. 1989 Genbank Micotube

tuberculosis proc (eubact)

Cricetulus Picketts et al. 1989 EMBL P60Sham
griseus euc(mitocon) PIR

Homo sapiens Waldinger et al. 1988  EMBL P60Shomo
euc(mitocon) PIR

Mus musculus Venner y Gupta, 1990 EMBL P60$mickey
euc(mitocon) PIR

Rattus Peraltaetal. 1990 EMBL P603%rata
norvegicus euc(mitocon) PIR

Sacharomyces Johnson et al. 1989 Genbank P60S%yeast

cerevisiae euc(mitocon)
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Arabidopsis Zabaleta et al. 1992

thaliana euc(cloropla)

Brassica napus Martel et al. 1990

euc(cloropla)

Triticum Hemmingsen et al. 1988

aestivum euc(cloropla)

Brassica napus Martel et al. 1990

euc(cloropla)

Sulfolobus Trent et al. 1991

shibatae proc(arqueabacterias)

Secuencia Este trabajo

consenso

Genbank

EMBL
PIR

EMBL
PIR

EMBL
PIR

EMBL

Rubb$ara
sub beta

Ruba$brasi
sub alfa

Ruba$trigo
sub alfa

Rubb$brasi
sub beta

TF55

Chapconsen
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Alineamientos pareados de las secuencias, grafica de matriz de

puntos.

Este analisis se realizé con el objeto de comprobar la homologia entre todas
y cada una de las secuencias. Para ello se requirié del comando PALIGN de
PC/Gene en el cual se utiliza el método desarrollado por Myers y Miller
(1988), para el alineamiento de dos proteinas o nutcleotidos.

Ademas de la comparacion directa se utilizo un programa de computacion
disefiado por el Dr Luis Medrano (1993) de la Facultad de Ciencias de la
UNAM, este presenta la identidad dos secuencias en forma de matriz de
puntos. Lo anterior se hace de la siguiente forma: se comparan dos
secuencias una en el eje (Y) y otra en el eje (X), a cada residuo se le asigna
un valor determinado, de esta manera cada valor que coincida en el espacio
entre una y otra secuencia constituye un residuo conservado, es asi que
cuando coincidan varios residuos se construira una recta de puntos, lo cual
se interpretara como una zona de alta conservacion entre esas secuencias. De
esta manera se ilustra el grado de conservacion.

Todas estas graficas se construyen en el programa SIGMA PLOT en el cual se
corren las matrices de puntos.

Con los resultados anteriores se construyeron las siguientes tablas; 1)
distancias evolutivas; 2) indice porcentual de similitud (triangulo inferior)
indice porcentual de identidad (triangulo superior); y 3) tabla de similitud por
grupos filogenéticos.

En las tablas de similitud se cuantifican tanto los residuos conservados
(invariantes), como los similares, y que pueden definirse, como el promedio

general de conservacion.
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Para los objetivos anteriores se tomaron los siguientes criterios.

1) Las distancias evolutivas se calculan a partir de los resultados de los
alineamientos pareados, para lo cual el total de fos residuos hipervariables
son multiplicados por 100 y dividido entre el nimero de la secuencia de

menor tamano (Doolitle, 1986).

2) Para el indice porcentual de similitud, y de identidad se toman los

resultados directamente de las alineaciones pareadas (palign).

3) Los resultados de la tabla de similitud por grupos filogenéticos, se toman
directamente de las alineaciones pareadas, donde el promedio de residuos

invariables se suma al de los similares y se cuantifica el porcentaje.

Alineamientos miultiples de las secuencias.
En esta etapa se utiliz6 la opcion CLUSTAL del Pcgene, que esta basada en el
meétodo disefiado por Higgins y Sharp (1989), y que permite alinear hasta 25

secuencias de un maximo de tamano de 1200 residuos o bases.

Derivacion de una secuencia consenso.
Esta se llevo a cabo con base en el resultado de la alineacion multiple. Se
prefirié hacerla en forma manual, utilizando los criterios de comparacion de
los rasgos de cada aminoacido, de acuerdo a normas definidas por Taylor
(1986). La secuencia asi obtenida se le denomindé posteriormente

Chapconsen, la cual en seguida se analiz6 en conjunto con todas las demas.
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Grafica de puntos (dot plots).

La informacion generada en los alineamientos multiples permite identificar
las regiones mas conservadas de los polipéptidos. Los residuos idénticos y/o
conservados a lo largo de la escala filogenética deben tener papeles
estructurales y/o funcionales muy importantes. Para obtener esta
informacion se usaron dos enfoques; en forma manual en papel milimetrico,
y en un programa de computacion disefiado por el Dr Luis Medrano (1993) de
la Facultad de Ciencias de la UNAM.

Para la primera parte se utilizé papel milimetrico tabulado desde la posicion
1 hasta la 550 de los residuos, en seguida se marcaron con puntos para cada
posicion de los residuos invariables (*) y de los similares (). Como
consecuencia de lo anterior, en la grafica se advierten zonas de alta densidad
en conservacion asi como regiones hipervariables. Con este resultado se
trazé una grafica de esos puntos en el cual cada punto corresponde a un 10%
de conservacion en un ventana de 10 posiciones. La segunda parte del
método consiste en la construccion de un programa de computacion cuyo
algoritmo esta basado esencialmente en los mismos criterios, el resultado de

este programa confirma el anterior resultado.

Ademas de la grafica anterior se gener6 otra de variabilidad, basada

esencialmente en los mismos criterios, y en el mismo programa.
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Localizacion de agrupamientos o periodicidades en los aminoacidos.

Para esta fase se utilizo el comando PRESIDUE del PcGene. Este programa
computa concentraciones locales de aminoacidos que sean de alg(n interés
especifico por ejemplo, si se decide cuantificar aminoacidos hidrofobicos, el
programa los detecta a través de la secuencia. Se observara entonces una
grafica con zonas ricas en concentracion de estos residuos. La grafica es
producida por calculos individuales para cada posicion de la proteina. Las

graficas que aqui se presentan fueron realizadas en la secuencia consenso.
Analisis de perfiles hidropaticos y construccion de un perfil promedio.

En esta etapa se utilizo el programa SOAP de Pcgene, que grafica indices de
hidropatia de secuencias, de acuerdo al método de Kyte y Doolitle (1982). La
hidropatia ha sido definida como la inclinacion que tienen las cadenas de
secuencias hacia la hidrofobicidad (o hidrofilicidad). EI método trabaja
asignando a cada residuo su valor hidropatico, y posteriormente se suman y

grafican esos valores.

Para construir un perfil promedio se utilizé el recurso de sobrelapar todas las
graficas individuales, resultando de ello una sola grafica en la cual se

identificaron las zonas promedio.
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Analisis de diversos parametros en la estructura secundaria.

Estos se llevaron a cabo con el Pcgene, y se utilizaron los métodos de Garnier
et al(1978);Gascuel y Goldmard, (1988); y de Novotny y Auffray,(1984), para
la prediccion de estructura secundaria. Estos tienen en promedio una validez
de 56% a 57%, y estan basados en estructuras terciarias que son conocidas, y
se hacen de la siguiente manera; cada residuo requiere de una ecuacién para
cada uno de los estados conformacionales. La ecuacion toma en cuenta la

influencia de hasta 8 residuos antes y después del analizado.

Para obtener la estructura secundaria promedio, se empleo el criterio de
utilizar la secuencia consenso, ya que se observé que conserva caracteristicas
generales de todas las secuencias, Ademas se usaron criterios basados en el
trabajo de: Zvelebil et al (1987). todas estas predicciones funcionan solo

para proteinas globulares.
Construccion de arboles filogenéticos.

Existen en general dos métodos para la construccion de arboles evolutivos.
Uno de ellos es el llamado cladista, el cual se basa en analisis de las vias o
rutas de los procesos evolutivos, que cuantifica cuantas ramas existe entre
un grupo de organismos, cuantas y cuales se conectan entre si, y cual es la
secuencia evolutiva de estas ramas. A estos arboles se les denomina
cladogramas. Asi el cladograma es aquel arbol que muestra las relaciones de

los descendientes por medio de un ancestro comun.
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El método mas utilizado en este sistema es el de maxima parsimonia de
Fitch, que refleja la naturaleza general de la dinamica de las mutaciones.

El principio de maxima parsimonia, involucra la blsqueda, y la identificacion
de un arbol filogenético, que requiera el menor nimero de cambios
evolutivos ("minima evolucion”) para explicar las diferencias observadas. A
este arbol se le denomina arbol de maxima parsimonia. Este método es muy
atil para construir relaciones filogenéticas a partir de datos fragmentados, y

se usa cuando se quiere relacionar un nimero grande de especies (por

ejemplo 60).

El otro método es el fenético. Por medio de este se analizan las relaciones
entre un grupo de organismos en base a el grado de similitud entre ellos,
esta similitud puede ser molecular, fenotipica o anatdmica, el arbol que
ilustra relaciones fenéticas es llamado fenograma, en este sistema los datos
de las secuencias son convertidos a medidas de distancias, posteriormente
estas medidas son utilizadas para la construccion de arboles.

En este trabajo, el método que se empled para analizar las relaciones
filogenéticas de cpn60 fue el fenético, debido a que las secuencias, aunque
completas son aun escasas (14 en el momento de iniciar este trabajo). En
este sentido, la construccion del arbol filogenético, involucra a la sequnda
etapa del comando CLUSTAL del Pcgene para alineamientos multiples, que a
su vez esta basado en las similitudes obtenidas en la primera etapa del
metodo, este es referido como UPGMA ("Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean") también conocido como analisis promedio de
agrupamiento. Este método reline inicialmente las dos secuencias mas

similares, posteriormente la siguiente mas parecida y asi sucesivamente.
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6 RESULTADOS

Alineamientos pareados.

Se llevaron a cabo los alineamientos pareados de todas las secuencias
disponibles, si bien en este trabajo solo se muestran tres ejemplos de estas
alineaciones (en la figura 1f, se pueden consultar todos los resultados). La
figura 1a, muestra el primer alineamiento donde se compardé Rubb$bra
(subunidad beta de Brassica napus) vs P60%yeas (Sacharomyces cerevisiae),
la figura 1b muestra el alineamiento de Grol$sy7 (Synechococcus sp) vs
P60%rata (Rattus norvergicus). Como se puede observar estos alineamientos
no muestran diferencia significativa a lo reportados en la literatura

(Hemingsen et al. 1988;Pickets et al. 1989;Venner y Gupta,1990).

Si bien es claro el alto grado de identidad de esta proteina, a simple vista no
se observan claramente regiones de conservacion, por lo que para descubrir
estas posibles zonas se construyeron graficas de matriz de puntos. Como
ejemplo de lo anterior en la figura 1d, se pueden observar probables zonas
de conservacion en P603%yeast (Sacharomyces cerevisiae) vs Rubb$arat
(subunidad b de Arabidopsis thaliana), cuyo promedio de identidad es 44.9
% (ver figura 1f), otro ejemplo se muestra en la figura 1e donde se ilustran
posibles zonas de conservacion en Ecogroel (Escherichia coli) vs Micobovi
(Micobacterium leprae), con un promedio de conservacion 58.7%.

La figura 1f muestra que los indices de identidad entre todas las cadenas de

cpn60, se encuentran en el rango de 40-50%.
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Tomando en cuenta el criterio de Doolitle (1986), de que a partir de una
identidad minima de 20% entre dos secuencias estas se consideran
homologas, entonces consideramos que todas las secuencias de cpn60 aqui
descritas son homologas. Ademas, se puede considerar que esta proteina ha
estado muy conservada a lo largo de la evolucion, ya que los indices de
identidad obtenidos (40 - 50 %) son muy superiores al valor de decision

(20%). Por lo tanto, el reloj molecular de cpn60 debe ser muy lento.

Estos resultados son corroborados por los descritos en la figura 1g, donde se
observan las distancias evolutivas, y en las cuales se obtienen valores de 20 a
30 %, mismas que son muy bajas, e indican una estrecha relacién

filogenética.

Con el fin de evidenciar las relaciones filogenéticas de los diferentes grupos
representados, se muestra en la figura 1h los valores de identidad de cpn60
organizados por grupos filogenéticos, en la figura 1h (a) se puede observar
que cianobacterias y las demas eubacterias presentan entre si el mayor grado
de similitud de entre todos los grupos (68.3%-73.4%). En la figura 1h (b) se
observa que al comparar las cpn60 alfa y beta de planta estas no muestran
un grado mayor de similitud (67.9%-69.9%). En este sentido, Musgrove
(1989), demuestra que ambas subunidades son codificadas por dos genes

diferentes.
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Asi cuando se comparan estas secuencias con cianobacterias y eubacterias
(fig 1h (c)) se aprecia que cloroplastos de plantas y cianobacterias son
altamente similares (69.5%-73.8%). Por lo contrario cuando las secuencias de
planta se comparan con las secuencias de mitocondria (fig 1h (d)) el valor de
similitud obtenido es claramente menor (62.7%-65.6%), en esta misma
comparacion se puede observar que a su vez las secuencias de mitocondria
son mas parecidas a las de la eubacteria Escherichia coli (67.5%-69.5%), que a

las de cianobacterias (66.5%-67.6%), y micobacterias (64.4%-65.0%).

Los resultados anteriores sugieren, que si bien entre todas las cpn60 existe
un alto grado de conservacion, consistente en una funcion similar entre ellas,
no obstante en organismos y ambientes especificos existen presiones de
seleccion que afectan la estructura y la funciéon de estos polipéptidos. Asi es
posible suponer que los requerimientos para el plegamiento de proteinas en
sistemas relacionados con la fotosintesis (planta/cianobacteria), sean
ligeramente diferentes a los de eubacteria/mitocondria. Dicho de otra
manera, si bien la funcion global de las chaperoninas requiere una estructura
general, la variedad de medio ambientes, y de sustratos (polipéptidos),
imponen requisitos especiales y especificos que se manifiestan en diferencias

y/o similitudes a nivel de estructura primaria de las cpn60.
El caso de las Arqueabacterias.
En el caso de arqueabacterias, ha sido reportada una proteina relacionada a

cpn60 en Sulfolobus shibatae (Trent et al.1991), y ha sido llamada TF55, la

cual fue analizada conjuntamente con la cpn60.
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Sin embargo, como se muestra en la fig 1¢, su patron de identidad es muy
difuso. Como se puede observar en la fig 1h, la proteina resulté altamente
divergente en secuencia de aminoacidos; su promedio de identidad con
cpn60 va desde 14.0% con levadura, hasta 19.1% con micobacterias, es decir
que esta abajo de el promedio de decision, en una zona que describe Doolitle
(1986), como region de penumbra o de duda, es asi que dado su nivel bajo
de identidad de TF55 con las chaperaninas de eucariontes y eubacterias, se
sugeriria que su divergencia de las otras proteinas fue muy temprana, pero
por otra parte con este promedio de identidad, también se dudaria incluirla
dentro de la familia de las cpn60. Como ya se dijo antes, Doolitle (1986),
propone un minimo 20% de identidad en las secuencias de aminoacidos para
decidir que dos proteinas son homoélogas, esto es en base a una serie de
pruebas que se hicieron a diversas secuencias, las cuales se sabia que no
tenian ninguna relacion, y que cuando eran alineadas presentaban hasta 15%
de identidad, no obstante el promedio general de identidad debida al azar es
5 a 6% (sin gaps), es por esto que en el caso de las cpn60 de arqueabacterias,
dado su bajo promedio de identidad, se sitian en un limite de penumbra, en
el cual pueden ser o no homdloga a cpn60. Es por lo anterior que se ha
tratado de relacionarla a cpn60 por otros medios (estructura secundaria,
hidropatia, dominios etc).

De lo anterior solo el analisis de la proteina por dominios resulté positivo,
encontrandose en el alineamiento mdaltiple con cpn60 dos regiones
compatibles con esta proteina, el primer dominio de TF55, es contraparte de
la primer zona de alta similitud en cpn60, se ubica del residuo 38 al 137,y
tiene un nivel de identidad aproximado de 20%, con un promedio de

similitud cercano al 33% (fig 2ay 2b).
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El segundo dominio corresponde a la cuarta zona de maxima identidad en
cpn60, destacandose este hecho ya que quizas esta zona sea la de mayor
importancia en cpn60. Este motivo esta entre el residuo numero 401 vy el
450, y presenta un promedio de identidad de 22%, con 34% de similitud (fig
2ay 2b). Ademas de lo anterior, TF55 conserva las funciones esenciales de
molécula chaperona, es decir, presenta actividad de choque térmico, tiene un
estructura cuaternaria parecida a las chaperoninas (Phipps et al.1993), y se
cree que su mecanismo de accion es similar, ya que como cpn60, ella posee

actividad deébil de ATPasa (Saibil y wood, 1993,).

En vista de las diferencias y las similitudes encontradas en esta proteina para
las arqueabacterias en relaciéon a las bacterias y los eucariontes, es dificil
decidir por criterios tradicionales si cpn60 es o no homologa para los tres
linajes. Ello se puede deber a que las arquebacterias tuvieron también el gen
ancestral, pero que este ha divergido en forma muy diferente a sus

contrapartes eucariontes y bacterias, por razones que se desconocen.

Otra razon seria que cpn60 de arquea, no sea un gen homoélogo, y en
consecuencia estariamos hablando de otra proteina, tan antigua como cpn60,
pero diferente a ella, en cuyo caso se trataria de un forma de evolucion
convergente, Nosotros creemos que se trata de el primer caso, basandonos
principalmente en el andlisis de los dominios, cuyo nivel de identidad (20% y
22%) son suficientes a el criterio establecido, es decir que cpn60 es homobloga

desde este punto de vista.
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Fig 1a).Ejemplo de alineamiento pareado.
mitocondria levadura Sacharomyces cerevisige. Los caracteres invariables se pueden
distinguir con un asterisco (*), los caracteres similares se distinguen con un punto (), las
diagonales (--) representan huecos, los cuales se utilizan para optimizar la alineacion. El
total de residuos para levadura es de 550, y para Brassica es de 534. El nimero de
residuos invariables (*) es 243, lo que representa el 45.5% del total de la alineacién; el
nimero de residuos similares (.) es de 102, representando 19.1%; la suma de residuos

invariables + similares es 345, refiriendo el 64.6% de conservacion total (ver fig 1f).
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Fig 1b). Ejemplo 2. Synechococcus sp; VS mitocondria Rattus norvergicus. Los caracteres
invariables se distinguen en asteriscos (*), los conservados en puntos (), los diagonales
(-) representan huecos, los cuales se utilizan para hacer mas eficiente la alineacion. El
promedio de residuos en Grol$sy7 es de 544, y el de P60Srata es de 548. El numero de
residuos invariables (*) es 246, lo que representa el 45.2% del total de los residuos
alineados, el nimero de residuos conservados () es 105, representando el 19.3%. La

suma de residuos conservados + invariables es 351, refiriendo el total de conservacion

de 64.5% (ver fig 1f).
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Fig 1c. Ejemplo 3. Archeabacteria Sulfolobus shibatae (tf55) vs Cloroplasto subunidad #
de Brassica napus. Los asteriscos (*) refieren residuos invariables, los puntos () ilustran
los aminodcidos conservados, las diagonales () interpretan huecos, necesarios para
mejorar la alineacion. El total de residuos para brassica es 534, para Sulfolobus es 552. El
porcentaje de residuos invariable es 16.5%, lo que representa 88 aminoacidos, el
promedio de similaridad es 15.7%, representando 84 residuos, la conservacion total es la

suma de residuos invariables + similares, dando un total de 172 (32.2%) (ver fig 1f).
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fig 1d). Comparacion pareada de secuencias en matriz de puntos. En esta
grafica se distinguen posibles zonas de identidad en dos secuencias de
cpn60 (eje Y de mitocondria P603yeast Sacharomyces cerevisiae, su nimero
de residuos es de 550. Eje X de cloroplasto RubbS$arat Arabidopsis thaliana,
con numero de residuos de 546). Cuyo promedio de identidad (residuos

invariables) es 44.9% (ver fig 1f).
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fig 1e). Comparacion pareada de identidad en matriz de puntos, en esta
grafica, como en la anterior, se ilustra el promedio de identidad de una
alineacion pareada (eje Y Ecogroel Escherichia coli, con nimero de residuos
de 548. Eje X Micobovi Micobacterium leprae su nimero de residuos es 540).

Con promedio de identidad de 58.7% (ver fig 1f).
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fig 1f) Indice porcentual de identidad (triangulo superior, solo residuos
invariables ), indice porcentual de similitud (tridngulo inferior, residuos
similares + invariables), esta figura fue construida con base en los resultados
de los alineamientos pareados, como se puede apreciar los niveles de
identidad estan en promedio de 40% a 50%, por lo que estan por encima de el
nivel de decision (20%), en consecuencia todas las secuencias son homologas

(la nomenclatura de las secuencias estan en material y métodos).
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fig 1g). Tabla de distancias evolutivas. Esta figura fue construida con base
en las alineaciones pareadas, en estos resultados se sustituyeron los residuos
hipervariables, cuantificando esto como distancias evolutivas o como tasa de
cambio de las diferentes especies, y como se puede observar estos arrojan un
promedio de 20% a 30%, cambio que se considera bajo, es decir que esta

proteina ha cambiado muy poco (ver nomenclatura de secuencias en material

y métodos).

ECOGRO|CHAPCON|NICOBOV|SYNP7 |SYNY3 |HICOTU|BARATH |BBRASI |ABRASI|ATRISO| HAM [MICKY| RATA |HOMO

YEAST

ECOGROEL

CHAPCONS | 26.34

HICOBOVI|(27.96 {26.34

GROLSSY7|28.12 124,86 127.83

GROL$SY2[26.64 22,44 |28.51 |24.80

HICOTUBE|32,83 136,79 126,53 |[31.72 |28.24

RUEBSARA| 38,95 |26.34 |[32.96 |[29.96 (28,93 |36.17

RUBBSBRA|38.71 |23.84 |33.82 |29.58 (28.88 (36,14 [B81.31

RUBALBRA[33.27 |26.39 [32.89 |29.12 |26.28 [35.31 (31.84 |38.14

RUBASTRI 33,82 26,53 (33.7¢ [28.45 [26.61 |36.17 |32.16 |28.89 |69,29

PEOHAN 131,75 31,53 |35.37 |35.29 [33.39 |38.96 35,53 |35.81 36,88 |38.81

P6BMICKY[32.66 [31.72 |35.55 |35.47 |33.57 |39.14 (35,71 |35.28 (36,98 [39.00 (8.3

PEBRATA |32.29 |31,53 |35.18 |35,29 |33,75 [38.77 |36.26 |35.76 |[37.36 (38.81 |0.36 |(8.36

PoBHONO 132,48 131,72 |33.55 [34.92 [33.57 |39.14 35,53 |35.81 ([36.98 [39.08 (1.89 11.45 [1.45

PGOVEAST|38.47 138,85 135.00 133.88 132,36 137.29 136,63 |35.39 |34.38 [36.96 [27.18 |27.37127.63 |27.63
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1h) Tabla de similitud por grupos filogenéticos;

a)bacterias vs cianobacterias: b)subunidad alfa de cloroplasto vs subunidad
beta de cloroplasto: ¢)subunidad alfa y beta de cloroplasto vs cianobacterias;
bacterias y micobacterias: d) mitocondria vs bacterias; cianobacterias;
subunidad alfa y beta de cloroplasto, y micobacterias: e) arqueabacteria vs
subunidad alfa y beta de cloroplasto; mitocondria; bacteria; cianobacteria y
micobacteria. En el inciso e, ademas del promedio de similitud también se
incluyo el promedio de identidad, esto con el fin de evidenciar el bajo indice

de arqueabacteria en relacion a los demas grupos filogenéticos.

a) b)
Synp7 Syny3 Ruba$bras Ruba$tri
Ecogroel 71.8 73:3 Rubb$arath 69.0 67.9
Micobovi 72.9 Tl.5 Rubb$brasi 69.9 69.2

Micotube 6S5.3 69.2
c)

Syn7 Syny3 Ecogr Micot
Rubbgarat 70.0 71.0 69.1 63.8
Rubbs$bras 70.4 72.0 69.2 63.8
Rubas$bras 70.8 73.8 66.8 64.7
Ruba$trig 69.5 73.3 66.2 63.8
d)
Ecog Syny3 Rubb Ruba Michb

P60sham 67.5 66.6 64.5 63.1 64.7
P60s$mick 67.3 66.5 64.2 63.1 64.5
P60s$rata 67.7 66.7 63.8 62.7 64.9
P60s$homo 67.5 66.5 64.5 63.1 64.4
P60$yeas 69.5 67.6 64.6 65.6 65.0
e) TES5
similaridad identidad
Rubbs$bra 38 .9 16.5
Ruba$bra 31.4 17.3
P60$homo 1 16.2
P60S$yeas 258 14.0
Grol$sy3 35.:3 19.1
Ecogroel 32.2 16.1
Micobovi 32.2 19.1
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Alineamientos maultiples.

En la fig 2a se presentan los resultados de las alineaciones multiples de
cpn60 a lo largo de las escala filogenética (no incluye arqueabacterias), los
caracteres invariables se distinguen con asteriscos (*), los conservados en
puntos (), en negritas las regiones que se han definido como de alta
conservacion. lLas secuencias alineadas constan en promedio de 544
residuos, de estos 95 (16.9%) son invariables, 195 (34.7%) son similares. Asi,
el 51.6% de los aminoacidos (similares + invariables) son conservados. De
ellos sobresale el bajo nimero de cisteinas (.45%) en contraste a el promedio
global (3.2%) de otras proteinas (Dayhoff, 1978) (datos no mostrados). Ello
sugiere que su ausencia no es determinante en la estabilidad estructural de
las c¢pn60, por luo que quizas estas caracteristicas estén dadas por otros
factores, como podrian ser nlcleos hidrofobicos. Por otra parte la proteina es
abundante en; ala (11.8%), glu (8.55%) y asp (6.21%), y particularmente escasa
en; his (0.56%) y arg (3.90%) (datos no mostrados), lo que le confiere un
caracter acido. Ademas de lo anterior, en este alineamiento se puede apreciar
que cpn60 es baja en prolinas (2.99%) en contraste al promedio global de
otras proteinas (5.5%) (datos no mostrados). Sin embargo es importante
hacer notar que varias de las posiciones invariantes en el alineamiento son
prolinas. Por ello es posible que este residuo podria ejercer una importante
funcion en la desestabilizacion de la estructura secundaria para permitir
plegamientos especificos. En la figura 2b, se observa en negritas las regiones
que se han definido como homologas de este péptido de arquea vs cpn60 de
eucaria y eubacteria, se puede distinguir el escaso nivel de identidad que
exhiben ambas proteinas. Como ya se menciono antes su grado de identidad

se sithia en nivel de penumbra (ver el caso de arqueabacteria).
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Fig 2a) Alineamiento multiple 1 de cpn60: En algunos grupos de la escala filogenética

(sin arqueabacteria). Las zonas conservadas estan en negritas, los asteriscos(*)

representan a los residuos invariables, los similares estan en puntos(.), las lineas (-) son

huecos, que se usan mejorar la alineacién, el nUmero de residuos de cada secuencia esta

al final, asi como el resultado de similitud e identidad.
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FUNMVEKGI I DPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEAVVTEIPKEEKDPGMGAMGGM
FUNMVEKGI [ DPTKVVRTALLDAAGVAPLLTTAEAVVTEI PKEEKDPGMGAMGGH
FVNMVEKGI I DPTKVVRTALLDAAGVASLLTTAEVVVTE I PKEEKDPGMGAMGGM

YTDMLATGIIDPFKVVRSGLVDASGVASLLATTEVAIVDAPEP---PAAAGAGGHM
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G-GGMGG-~GMF 548 residuos

P-GGMPGMPGMM 550 Identidad * 95 “69%)

Similitud 2 195 (34.7%)

Promedio global 290 (51.6%)

Es notable que el promedio general de conservacion resulte tan alto, sobre todo una vez

que se han alineado hasta 14 secuencias de amplio rango filogenético, ya que solo un

grupo (arqueabacteria) esta ausente en esta alineacion, estos resultados enfatizan sin

duda la amplia relacion filogéntica de esta proteina, y a la vez sugieren un origen comin

para este péptido en los diferentes grupos.
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Figura 2b alineamiento miltiple 2: Esta figura muestra el alineamiento de cpn60 en
grupos filogenéticos que representan a los tres linajes primarios universales
(Arqueabacterias, Eubacterias y Eucariontes). Las regiones que probablemente son
homélogas se dividen en dos dominios, mismos que estarian en las siguientes
posiciones; primer dominio residuo 38-137, (nivel de identidad 20%, similitud 33% dato
no mostrado). El segundo dominio estaria en el residuo 401-450, (identidad 22%,
similitud 34% dato no mostrado), estos dominios se pueden distinguir en negritas. Los
residuos invariables estan en asteriscos (*), los similares se notan con puntos (), las
rayas(--) representan huecos, los cuales son utilizados para optimizar la alineacion, el
nimero total de residuos de las secuencias se encuentran al final, asi como el promedio
de identidad, el de similitud, y el promedio general de conservacidon. La nomenclatura de

las secuencias esta en material y métodos.

33

TFSS MATATVATTPEGIPVIILKEGSSRTYGKEALRANIAAVKAIEEALKSTYG
ECOGROEL MAAKDVKFGNDAR--VKMLRG--==--memm e~ VNVLADAVKVTLG
MICOBOVI MA-KTIAYDEEAR--RGLERG---=—=—==mm—memm LNALADAVKVTLG
GROL$SY3 MS-KLISFKDESR--RSLEAG-~=-mmm—m—m—— e INALADAVRITLG
RUBB$BRA -AAKELHFNKDGTTIRKLOQAG----=-=—=~=mmm—— VNKLADLVGVTLG
RUBASTRI -DAKEIAFDOKSRA-~ALQAG--=-=-=====---~~—— VEKLANAVGVTLG
PEOEHOMO -YAKDVKFGADARAL--MLAG-~~--———-— e VDLLADAVAVTMG
PEOSYEAS ~SHKELKFGVEGRAS--LLKG--=======nmmw——— VETLAEAVAATLG

x x X
TFS55 PRGMDKMFVDSLGDITITNDGATILDKMDLQHP----TGKLLVQIAKGQD
ECOGROE PKGRNVVLDKSFGAPTITKDGVSVAREIELEDKFENMGAGMVKEVASKAN
MICOBOVI PKGRNVVLEKKWGAPTITNDGVSIAKEIELEDPYEKIGAELVKEVAKKTD
GROL$SY3 PKGRNVLLEKQYGAPQIVNDGITVAKEIELSNPEENAGAKLIQEVASKTK
RUBB$BERA PKGRNVVLESKYGSPRIVNDGVTVAREVELEDPVENIGAKLVRQAAAKTN
RUBA$TRI PRGRNVVLD-EYGNPKVVUNDGVTIARAIELANPMENAGAALIREVASKTN
P60$HOMO PKGRTVIIEQSWGSPKVTKDGVTVAKSIDLKDKYKNIGAKLVQDVANNTN
PSOSYEAS PKGRNVLIEQPFGPPKITKDGVTVAKSIVLKDKFENMGAKLLQEVASKTN

X x x X x x
137
TFS55 EETADGTKTAVILAGELAKKAEDLLYKEIHPTIIVSGYKKAEEIALKTIQ
ECOGROEL DAAGDGTTTATVLAQAI ITEGLKAVAAGMNPMDLKRGIDKAVTAAVEELK
MICOBOVI DVAGDGTTTATVLAQALVREGLRNVAAGANPLGLKRGIEKAVEKVTETLL
GROL$SY3 EIAGDGTTTATITAQALVREGLRNVAAGANPVALRRGIEKVTTFLVQEIE
RUBB$BRA DLAGDGTTTSVVLAQGFIAEGVKVVAAGANPVLITRGIEKTAKALVAELK
RUBAS$TRI DSAGDGTTTACVLAREIIKLGILSVTSGANPVSLKKGIDKTVQGLIEELE
P60$HOMO EEAGDGTTTATVLARSIAKEGFEKISKGANPVEIRRGVMLAVDAVIAELK
P60O$YEAS EAAGDGTTSATVLGRAIFTESVKNVAAGCNPMDLRRGSQVAVEKVIEFL
Xz x x x
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TFSS

ECOGROEL
MICOBOVI
GROL$SY3
RUBB$BERA

RUBASTRI

PEOSHOMO
POO$YEAS

TE35

ECOGROEL
MICOBOVI
GROL$SY3
RUBB$BRA
RUBASTRI
PEOSHOMO
PEOSYEAS

TF55

ECOGROEL
MICOBOVI
GROL$SY3
RUBBSBRA
RUBASTRI
P60OSHOMO
PBOSYEAS

TES5

ECOGROEL
MICOBOVI
GROL$3Y3
RUBB$BRA
RUBA$TRI
P6EOSHOMO
PBOSYEAS

TEFSS

ECOGROEL
MICOBOVI
GROL$SY3
RUBB$BRA
RUBA$TRI
P60$HOMO
P60$YEAS

DIAQPVSINDT - m e e e e - DVLRKVALTSLCSKAVAGAREYLA
ALSVPCSDSKAIAQVGTISANSDETVGKLIAEAMDKVGKEGVITVED--G
KGAKEVETKEQIAATAAISA-GDQSIGDLIAEAMDKVGNEGVITVEE--3
AVAKPVEGS-ATAQVATVSSGTNPEVGAMIADAMDKVTKDGVITVEE--3
KMSKEVEDSE-LADVAAVSAGNNAEIGSMIAEAMSRVGRKGVVTLEE- -G
RKARPVKGSGDIKAVASISAGNDELIGAMIADAIDKVGPDGVLSIES--8
KOSKPVTTPEEIAQVATISANGDKEIGNI ISDAMKKVGRKGVITVKD- -G
ANKKEITTSEEIAQVATISANGDSHVGKLLASAMEKVGKEGVITIRE--G
1 ks

DLVVKAVAQVAELRGDKWYVDLDNVQIVKKHGGSINDTQLVYGIVVDKEV
TGLQDELDVVEGMOFDRGYL~~~SPYFINKPETGAVELESPFILLADKKI
NTFGLQLELTEGMRFDKGYI---SGYFVTDPERQEAVLEDPYILLVSSKV
KSLNTELEVVEGMQIDRGYI---SPYFITDSDRQLVEFDNPLILITDKKI
KSAENALYVVEGMQFDRGYV---SPYFVTDSEKMSVEFDNCKLLLVDKKI
SSFETTVDVEEGMEIDRGY I---SPQFVTNLEKSIVEFENARVLITDAKI
KTLNDELEI IEGMKFDRGY I ---SPYFINTSKGQKCEFQDAYVLLSEKKI
RTLEDELEVTEGMRFDRGFI~~-SPYFITDPKSSKVEFEKPLLLLSEKKI
x

~VHPGMP--KRIENAKIALLDASLEVEKPELDAEI --RINDFTAGMHKFL-
SNIREMLPVLEAVAKAGKPLLITAEDVEGEALATAVVNTIRGIVKVAAVK
STVKDLLPLLEKVIGAGKPLLIIAEDVEGEALSTLVVNKIRGTFKSVAVK
SATAELVPVLEAVARAGEPLLIIAEDIEGEALATLVVNKARGVLNVAAIK
TNARDLVGVLEDAIRCGYPILIIAEDIEQEALATLVVNKLRGTLKIAALK
TSIKEIIPLLEQTTQLRCPLFIVAEDITGEALATLVVUNKLRGIINVAAIK
SSIOSIVPALEIANAHRKPLVIIAEDVDGEALSTLVLNRLEKVGLAQVVAVK
SSIQDILPALEISNQSRRPLLIIAEDVDCEALAACILNKLRGQVKVCAVK

x x

EEE-ENILKEKVDKIAATGANVVICQKGI----DEVAQHYLAKKGILAVR
APGFGDRRKAMLQDIATLTGGTVISEE-IGMELEKATLEDLGQAKRVVIN
APGFGDRRKAMLODMAILTGGOVISEE-VGLTLENADLSLLGKARKVVVT
AP-FGDRRKAVLQDIAILTGGSVISED-IGLSLOTVSLDQLGQAVKATLE
APGFGERKSQYLDDIAILTGATVIREE-VGLSLDKAGKEVLGHAAKVVLT
APSFGERRKAVLAQDIAIVTGAEYLAKD-LGLLVENATVDQLGTARKITIH
APGFGDNRKNQLKDMAIATGGAVFGEEGLTLNLEDVQPHDLGKVGEVIVT
APGFGDNRKNTIGDIAVLTGGTVFTEE-LDLKPEQCTIENLGSCDSITVT
x x

RAKKSDLEKLARATGGRVISNIDELTSQDLGYAALVEERKVGEDKMVFVE
KDTTTIIDGVGE~-EAAIQGRVAQIRQQIEEATSD-YDREKLQERV--—--
KDETTTVEGAGD--TDAIAGRVAQIRQEIENSDSD-YDREKLQERL---~
KDNTILVAGAHKRRSAGVKERIEQLRKEYAASDSD-YDKEKIQERI---~-
KETSTIVGDGSTQ--DAVQKRVTQIKNLIEQAEQD-YEKEKLNERI -~~~
QTTTTLIADAASK--DEIOARVAQLKKELSETDSI-YDSEKLAERI----
KDDAMLLKGKGDK--AQIEKRIQEIIEQLDVTTSE-YEKEKLNERL-~---
KEDTVILNGSGPK~--EAIQERIEQIKGSIDITTTNSYEKEKLQERL----
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TFS55 GAKNPKSVSILIRGGLERVVDETERALR--DALGTVADVIRDGRAVAGGG
ECOGROEL ~-AKLAGGVAV-IKVGAATEVEMKEKKARVEDALHATRAAVEEG-VVAGGG
MICOBOVI ~AKLAGGVAV-IKAGAATEVELKERKHRI EDAVENAKAAVEEG-IVAGGG
GROL$SY3 -AKLAGGVAV-IKVGAATETELKDRKLRIEDALNATKAAVEEG-IVPGGG
RUBB$BRA - AKLSGGVAV-IQUGAQTETELKEKK LRVEDALNATKAAVEEG- I VUGGG
RUBASTRI ~AKLSGGVAV-IKVGATTETELEDROLRIEDAKNATFAAIEEG-1VPGGG
P50$HOMO - AKLSDGVAV-LKVGGTSDVEVNEKKDRUTDALNATRAAVEEG- IVLGGG
P60SYEAS -AKLSGGVAV-IRVGGASEVEVGEKKDRYDDALNATRAAVEEG- 1 LPGGG
t & 3 x x Xz z T3z
TFS55 AVEIEIAKRLRKYAPQVGGKEQ-LAIEAYANAIEGLIMILAENAGLDFID
ECOGROEL VALIRVASKLADLRGK--NEDQNVGIKVALRAMEAPLRQIVLNCGEEP--
MICOBOVI VTLLQAAPTLDELK-L--EGDEATGANIVKVALEAPLQKIAFNSGLEP--
GROL$SY3 TTLIRLAGKIESFKAQLSNDEERVAADIIAKALEAPLHQLASNAGVEG--
RUBB$BRA CTLLRLASKVDAIKAALDNDEEKVGADIVKRALSYPLKLIAKNAGYNG--
RUBASTRI AAYVHLSTYVPAIKETIEDHDERLCADIIQKALOAPASLIANNAGVEG--
PSOsHOMO CALLRCIPALDSL-=~TPANEDQKLIGIEIINRTLKITAMTIAKNAGVEG- -
PB0OSYEAS TALVKASRVLDEV--VVDNFDQKLGVDI IRKAITRPAKQI IENAGEEG--
x *
TF55 KLMQLRSLHENETNKWYGLNLFTGNPEDMWKLGVIEPALVKMNATKAATE
ECOGROEL SVVANTV-KGGDGNY--GYNAATEEYGNMIDMGILDPTKVTRSALQYAAS
MICOBOVI GVVAEKV~-RNLPAGH--GLNAQTGVYEDLLAAGVADPVKVTRSALQNAAS
GROL&SY3 SVIVEKV-KEATGNQ--GYNVITGKIEDLIAAGIIDPAKVVRSALGQNAAS
RUBB$BRA SUVSEKVLSNDNVKF--GYNAATGKYEDLMAAGI IDPTKVVRCCLEHAAS
RUBASTRI EVVIEKI-KESEWEM--GYNAMTDKYENLIESGVIDPAKVTRCALGQNAAS
P6O$HOMO SLIVEKIMQSSSEV---GYDAMAGDEVNMVEKGI IDPTKVVRTALLDAAS
P6O4LYEAS SVIIGKLIDEYGDDFAKGYDASKSEYTDMLATGI IDPFKVVRSGLVDASG
TESS AVTLVLRIDDIVAAGKKGGSEP--—---—~ GGKKEKEEKSSED 552
ECOGROEL VAGLMITTECMVTDLPKNDA-ADLGAAGGMOGMGGMGGM---M 548
MICOBOVI IAGLFLTTEAVVADKPEKEK-ASVPGCGDMGOMD--~— === F 540
GROL$SYNY3 IAGMVLTTEALVVEKPEPAP-PAMPDMGGMGGMGGMGGM-GMM A
RUBB$BRASI VAKTFLMSDCVVVE IKEPEP-VP e e e e 534
RUBA$TRIGO VSGMVLTTQATIVVEKPKPKPKVAEPAEGOLS -~ oo V 541
P60$HOMO VASLLTTAEVVVTEI PKEEKDPGMOAMGGMGG--GMGG--GMF 548
PEOSYEAST VASLLATTEVAIVDAPEP---PAAAGAGGMPG--GMPGMPGMM 550
Residuos
Identidad 39 (6.6%)
Similaridad : 175 (29.5%)
Promedio general
de conservacion 214 (36.1%)
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Fig 3. Secuencia consenso.

La secuencia consenso, se construyd como una alternativa para corroborar las
caracteristicas generales de la proteina (hidropatia, identidad, distancias
evolutivas, relaciones filogenéticas etc). Esta secuencia conserva el
comportamiento global de las cpn60 (datos no mostrados), por lo que ha
sido utilizada en la prediccion de estructura secundaria promedio, asi como
en la ubicacion de periodicidades de residuos. Esta secuencia fue deducida en
forma manual atendiendo diferentes criterios en los residuos (como las

caracteristicas fisicoquimicas, tamano, etc).

AKEIKFXXEA RRXLQAGVDK LADAVKVTLG PKGRNVVLEX KFGSPKITND
GVTVAREIEL EDPFENIGAK LVKEVASKTN DAAGDGTTTA TVLAQAIIKE
GLKNVAAGAN PMXLKRGIDK AVXAVIEELK KXAKPVXXSE XIAGVATISA
GNDXXIGXMI ADAMDKVGXE GVITVEEGKS ETDELEVXE GMXFDRGYIS
PYFVTDPEXQ XVEFENAXIL LXDKKISSIX DIVPXLEXVX XXGKPLHA
EDVEGEALAT LVVNKLRGXL KVAAVKAPCF GDRRKAXLQD IAILTGGXVI
XEELGLXLEX AXLEQLGXAR KVTITKDXTT LVXGXGXKDA VQXRVXQIRX
EIXXTDSDYD KEKLQERIAK LSGGVAVIKV GAATETELKE RKLRIEDALN
ATKAAVEEGI VPGGGXALXR LAXKXDAIKX ANXDEKXGAD IVKRALXAPL
XLIAXNAGVE GSVVVEKVXE EXXXGYNAXT GKYENLXAAG [IDPAKVTRS
ALQNAASVAG MVLTTEAVVV DKPEPEPXPA XXAGCMGGM
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Grafica de puntos de la alineacion miltiple

Se hizo tanto en forma manual como con un programa de software y, como
se observa en la figura 4, se detectaron 5 regiones de maxima homologia, asi
como otras tantas de hipervariabilidad. Estas zonas se caracterizan en lo
general por no presentar ninguna distribucion especial, ya que se localizan a
lo largo de la proteina, lo mismo en la regién amino (21-100), como en el
extremo carboxilo (520-525).

La primer region en el extremo amino es la de mayor longitud, se localiza
aproximadamente a partir del residuo numero 21, y se extiende hasta
aproximadamente el aminoacido 100. Esta es una de las dos zonas donde se
encuentran regiones con 90% de conservacion. Esta region posee un perfil
hidropatico poco definido, solo al final de ella es claramente hidrofébica.

Probablemente presente en su estructura secundaria regiones alternas de alfa
hélices y cadenas beta plegadas, en aproximadamente iguales proporciones.
La siguiente region esta dividida en dos zonas pequefias. La primera de
ellas empieza en el residuo 146 y termina en el aminoacido 185,
posteriormente se encuentra un pequeno intervalo de 9 aminoacidos de
escaso valor conservacional, en seguida se encuentra la segunda zona que
empieza en el aminoacido nimero 194 y termina en el residuo 212. Esta
region posee un nivel de hidropatia no definido, quizas podria ser una region
anfipatica. A nivel de estructura secundaria se encuentra la prediccion mas
fuerte para las beta plegadas ( posicion 200).

La tercer region corresponde a la zona comprendida del residuo niimero
250 hasta el 300. Esta region practicamente divide al pol:pepttdo en dos, y

su caracteristica es basicamente hidréfobica.
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Es una de las dos zonas con mayor definicion en su perfil hidropatico
consenso. La prediccion a nivel de estructura secundaria la revela como una
de las regiones con mayor riqueza de alfas hélices, observandose solo una
pequena estructura beta hacia el final de la region. Esta region podria ser la
parte central de la proteina alrededor de la cuai se estructure el resto de la
molécula. La peniltima region empieza aproximadamente en el residuo
367, finalizando en el 425. Esta zona es la segunda mas grande, contiene 58
residuos, y presenta una region 100% conservada. Esta zona se perfila como
la mas importante, ya que comparte varias caracteristicas en comun para
todas las cpn60 estudiadas. Ademas de las caracteristicas ya descritas (alto
grado de conservacion, y tamafno), posee el mas alto grado de conservacion a
nivel de perfil hidropatico, con una tendencia alternada, ya que empieza con
una fuerte inclinacion hidrofilica, para posteriormente cambiar abruptamente
hacia hidrofobica también de manera muy fuerte. Esta tendencia en forma
atenuada continua hasta el final de la region. Ademas, la prediccion de
estructura secundaria muestra una zona con elevada proporcién de alfas
hélices, y también aqui se observa una de las predicciones mas consistentes
para las beta plegadas hacia el final de la region. La quinta region abarca
aproximadamente del residuo 500 al 525. Es la zona mas cercana al
carboxilo terminal, y en su promedio hidropatico muestra una fuerte
tendencia hacia la hidrofobicidad. Su prediccion de estructura secundaria
revela una mayor inclinacién hacia la vuelta, con una pequeiia alfa hélice.
Esta zona ha sido implicada en la interaccién con GroES. Sin embargo, las
evidencias son aun muy escasas, ya que Langer et al (1992), deletaron hasta
50 residuos del extremo carboxilo de GroEL sin que ello afectara la actividad
de union de GroES/GroEL.
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Fig 4. Grafica de puntos, Muestra las diferentes regiones de conservacion (izquierda), y
de wvariabilidad (derecha). Ademas de estas figuras, las zonas fueron también
determinadas independientemente en forma manual, como se observa en las figuras
inferiores, en donde al pie de ellas se pueden advertir lineas densas que representan a
cada posicion de los residuos conservados, tanto en la gréfica de variabilidad como la de
conservacion. En general, se aprecia que las graficas resultaron similares. La zona 1
inicia en el residuo 21 y termina en el 100, la zona 2, esta dividida en dos subregiones,
la primera inicia en el residuo 146 y termina en el 185, la sequnda empieza en el
aminoacido 194 y finaliza en el 212; la tercer region empieza en el residuo 250 y
termina en el 300; la cuarta zona principia en el residuo 367 y finaliza en el 425; la

Gltima zona comienza en el residuo 500 y termina 525.
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Agrupamiento de residuos

En el comando PRESIDUE del Pcgene, se realizé una extensa busqueda de agrupamientos
de los diferentes grupos de aminoacidos (hidréfobicos, polares, aromaticos, residuos
individuales, etc), utilizando como modelo a la secuencia consenso, de estos solo
resultaron positivos, la prolina como residuo individual (fig 5a).Y los grupos aromaticos

(fig 5b).

Fig 5a. Distribucion de prolinas altamente conservadas.

En esta grafica se distinguen 14 prolinas conservadas, de las cuales cinco pudieran ser
importantes en la estructura secundaria como rompedoras de alfas hélices. Estas
prolinas estarian en las posiciones 35,49,250,280 y 494. En el eje horizontal se muestra
la posicién de los residuos en la proteina, y en el eje vertical la frecuencia de los residuos

a cuantificar (ver fig 7).
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Fig 5b. Localizacion de residuos aromaticos. Como se observa en esta figura, se
localizaron 6 residuos aromaticos, cuyas posiciones serian las siguientes;
8,42,202,207,284 y 367. El eje horizontal muestra la posicion de los residuos a
cuantificar en el total de la proteina, el eje vertical indica la frecuencia de aparicién de

los residuos.

La importancia de estos agrupamientos no es clara, solo es posible que, la Gltima
posicibn pueda tener alguna trascendencia en las reacciones cooperativas de los
cambios conformacionales, en el mecanismo de auxilio del plegamiento de las proteinas

mediado por chaperoninas propuesto por Jackson. et al (1993).
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Fig 6. Perfil hidropatico promedio.
En el eje horizontal se cuantifica el tamafno de la proteina, en el eje vertical se puede
notar dividido en dos secciones, en la parte superior se cuantifican regiones

hidrofébicas, mientras que en la seccion inferior se grafican los caracteres hidrofilicos.

Como se puede observar es 1.:.2ble las alternancia de los caracteres a partir de
aproximadamente el residuo nimero 270 (especialmente en la zona que corresponde a
la cuarta regién de alta conservacion residuo 367-425), hasta ¢l {inal de la secugncia. Se

nota ademas que la proteina tiende mas a la hidrofobicidad desde el inicio hasta

aproximadamente el residuo 270.
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Fig 7. Prediccion de estructura secundaria consenso.

En esta grafica se observa que la proporcion de alfas hélices es cercana a la mitad de la
proteina (50.6%), siendo las beta extendidas segundo lugar con (33.5%), ocupando las
vueltas el tercer sitio (15.7%). Los caracteres alfa/beta se encuentran en forma alterna,
por lo que se le puede clasificar a este péptido como alfa-beta. Es importante advertir
que estas predicciones son parecidas a los resultados de los estudios por dicroismo
circular realizados por Lissin, et al (1992), en el cual reporta hasta un 60% de alfas
hélices en la estructura secundaria de cpn60. Esta grafica fue construida en base a 3

diferentes métodos.
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Arboles filogenéticos.
Fig 8a. Arbol 1. Esta figura fue creada en base a la segunda etapa de los alineamientos

multiples (comando CLUSTAL del Pcgene), en el se utilizan los calculos basados en el
método UPGMA, aqui se muestran las relaciones filogenéticas de diferentes especies en
la proteina cpn60 (no incluye a las arqueabacterias), estas se cuantifican en base a las
distancias evolutivas, se presentan en forma de nddulos, ellos dividen las ramas del
dendograma, sus valores estan en forma ascendente, (de la relacién mas cercana a la
mas alejada). En esta figura se nota claramente el aglutinamiento de los grupos en
forma natural. Se observan 13 nédulos que definen a las relaciones entre los grupos que
representan a las mitocondrias (mamiferos,levadura), el del grupo de las Eubacterias.
Asimismo se nota claramente el estrecho vinculo entre los organismos que representan

a los cloroplastos en el grupo de plantas (subunidades alfa y beta) (ver nombres de los

organismos en material y métodos).
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Fig 8b. Arbol 2. llustra las relaciones filogenéticas de la proteina ¢cpn60 de diferentes
grupos filogenéticos (incluyendo arquea). En esta figura se nota claramente la relacién
que conserva la proteina cpn60 en los diferentes organismos que representan a los tres
linajes primarios (Arqueabacteria, Eubacteria y Eucarionte) propuestos por Woese et al
(1990). Asimismo se observa que el agrupamiento de este conjunto es en forma natural
(los calculos estan basados en el método UPGMA de la segunda etapa de el comando
CLUSTAL). TF55, arqueabacteria; ECOGC, eubacteria; MICO, eubacteria; GROL,

eubacteria; RUBB,RUBA, plantas, eucarionte P60$, mamiferos-levadura, eucarionte.
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Fig 9 Arbol universal propuesto por Woese et al (1990), modificado por
Lazcano et al (1992).

En este arbol se presentan los 3 dominios filogenéticos universales
propuestos por Woese et al (1990), basados en el andlisis de la comparacion
de las secuencias de RNA ribosomal. Esta figura fue modificada por Lazcano
et al (1992), donde el arbol es enrraizado utilizando caracteristicas
homologas comunes de sus descendientes (genes paralogos). Ademas se
ilustran las posibles caracteristicas para el Gltimo ancestro comun, asi como
la posicidn relativa de los eventos mas importantes en la evolucién celular,

ambas son propuestas hechas por Lazcano et al (1992).
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7 DISCUSION DE RESULTADOS

Caracteristicas del progenote

Métodos basados en is6topos radiactivos han dado resultados para la edad
de tierra de al menos 4.6 X 10° anos, asimismo se han detectado rocas
sedimentarias de entre 3.2 a 3.5 X 10° afios de antigiiedad, en ellas se han
encontrado microfosiles parecidos a bacterias, ellos muestran alto grado de
complejidad, por lo que es posible que la vida apareciera antes de esta etapa
en formas mas sencillas. Y es factible que la vida emergiera rapidamente en
el planeta. Las evidencias teoricas y experimentales de que la vida no fue un
proceso lento es demostrada por la sintesis quimica organica abidtica, en
condiciones naturales y experimentales esta se lleva a cabo en periodos

cortos.

Las propiedades de un organismo ancestral pueden ser inferidas de la
distribucion de caracteristicas homodlogas entre sus descendientes, es
razonable asumir que, los genes encontrados en organismos de los 3 linajes
principales estaban también presentes en el tltimo ancestro comun. Lazcano
et al (1992) describen parcialmente a el dltimo ancestro comin, cuyas

caracteristicas serian las siguientes:

1) Aparato traductor con RNApol oligomérica, ribosomas complejos con
diferentes proteinas ribosomales y factor de elongaciéon modulando la
sintesis de proteinas. 2) Membrana asociada a actividad ATPasa,

involucrando transporte activo (incluyendo mecanismos regulatorios).
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3) Complejo juego de enzimas, incluyendo aquellas involucradas en la
glucolisis, oxidacion del piruvato y otras rutas anaerobicas heterotroficas.
4) Enzimas involucradas en la biosintesis de histidina, sugiriendo la

existencia de proteinas cataliticas en las cuales este aminoacido estuvo

presente.

No existe actualmente alguna especie con todas las caracteristicas del estado
ancestral. Es logico suponer que el ancestro comin presentaria
caracteristicas metabdlicas mas simples que las contemporaneos
procariontes. Woese et al (1987) han definido como progenote a un sistema
primitivo de vida, en este, la relacion entre el fenotipo y el genotipo es
imprecisa, es decir que el acoplamiento entre genoma, transcripcion y
traduccion pudo haber sucedido en solo un evento a nivel muy simple, es
claro la falta de una estructura genomica funcional, desde este punto de vista
es obvio que el altimo ancestro comln (antes descrito) tenia relativa
complejidad, ademas las similitudes mostradas en las proteinas encontradas
en los tres linajes, sugieren que el sistema genético poseia una alta fidelidad.
Ello sugiere que el progenote descrito por Woese podria en realidad describir
a algln etapa primitiva de la vida dependiente de RNA (Lazcano et al. 1992),
dada la capacidad cataliticas y de templado del RNA, ella podria desarrollar

ambas funciones genotipicas y fenotipicas.

Por lo anterior es prematuro decidir si el Gltimo ancestro comun descrito en

la filogenia puede ser reconocido como un progenote o un verdadero genote.
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El caso de las chaperoninas

Como ya se discutié arriba, de acuerdo con los indices (40%-50%) de
identidad de todas las cadenas de cpn60 estudiadas (fig 1f), se puede
apreciar que son homologas. Esta conclusion se ve corroborada con los datos
de las distancias evolutivas (20%-30%) (fig 1g). Ello significa evolutivamente
que el gen que codificaba para esta proteina se encontraba ya presente en el
ultimo ancestro comun, es decir, que su origen ocurrid antes de su
diversificacion. Se puede apreciar que su tasa de cambio es baja (20%-30%),
lo que sugeriria que su reloj molecular es lento, ya que como se sabe las
proteinas tienden a cambiar inicialmente en su estructura primaria,
protegiendo los sitios activos de la estructura secundaria y terciaria, por lo
que los cambios detectados estan en la secuencia de aminoacidos, ya que
este peéptido esta altamente conservado funcionalmente (Lubben et
al.1989;Lubben et a/.1990;Gatenby et 4l.1985)

La presencia de chaperoninas en eubacterias y organelos celulares ha sido
interpretada como una evidencia del origen endosimbiotico de las
mitocondrias y los cloroplastos (Gupta et al1989). En este sentido la
comparacion de secuencias de citocromo ¢ mitocondrial y RNA ribosomal 16s
indican que, las mitocondrias probablemente desciendan de miembros de las
bacterias purpura (Gray y Doolittle,1982; Woese et al.1980;Yang et al.1985).
Asimismo, los datos de las comparaciones de las secuencias de RNA
ribosomal también muestran que los cloroplastos probablemente desciendan
de las cianobacterias (Gray y Doolittle,1982; Wallace,1982; Gray et al.1984).
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Mucha informacién sobre el origen de esos organelos ha sido derivada de
esta forma. Sin embargo, son necesarias otras evidencias que refuercen la
hipotesis de la endosimbiésis, y la deduccion del origen filogenético de los
endosimbiontes, por lo que en este trabajo se presentan evidencias
adicionales, como la homologia de las proteinas cpn60 en bacterias,

organelos de eucariontes y probablemente arquabacteria.

Como ya se ha visto en la fig 1h, los promedios de similitud de las
subunidades alfa y beta de cloroplastos con las cpn60 de cianobacterias se
ubican entre 69.5% y 73.8%. Estas cifras son superiores a los promedios
encontrados de estos polipéptidos con los de procariontes no fotosintéticos
(66.8%). Este hecho, refuerza la idea de el origen endosimbidtico de los
cloroplastos, y ademas vincula a las dos subunidades alfa y beta. Y
consecuentemente también convalida la idea del origen comin entre las dos

subunidades.

En relacion a el origen endosimbio6tico de las mitocondrias, como ya se ha
mencionado, se cree que es a partir de bacterias plrpuras (como es el grupo
de Escherichia coli), y como lo muestra el resultado de nuestras alineaciones
fig 1h, donde Ecogroel (Eschericha coli y P60Syeast (Sacharomyces
cerevisiae) exhiben los mas altos indices de similitud (69.5%), en relacién a
cualquier otro grupo. Los resultados presentes aqui refuerzan la hipétesis

del origen endosimbidtico de las mitocondrias.
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Estructura y funcion

Las chaperoninas cpn60 (GroEL) actuan cooperativamente con otro tipo de
chaperoninas como las cpn10 (GroES). El mecanismo por el cual ejercen su
funcién de molécula chaperona es parciaimente conocido, y se basa
principalmente en el analisis de las propiedades estructurales y funcionales

de la interaccion GroEL/GroES (holochaperonina).

Langer et al (1992), observaron estas interacciones al microscopio
electronico y concluyeron que GroES se une en el extremo de uno de los
cilindros GroEL, y que alcanza su maxima actividad cuando la relacion
estequiometrica es 1:1, esta interaccion también activa cambios
conformacionales del cilindro opuesto, de esta manera aparentemente

impide la asociacion de un segundo oligdmero GroES.

Se ha sugerido que la unidn del sustrato proteico a plegar ocurre dentro de la
cavidad de GroEL (Braig et al. 1993). Esta union en el interior de la cavidad
provee la funcioén esencial de chaperon, ya que restringe a otras moléculas de
interaccionar con el polipéptido, evitando asi la formacion de agregados,
ademas se ha propuesto que esta union causa rompimiento de enlaces no

covalentes en los intermediarios compactos.

En principio en este espacio se pudieran acomodar intermediarios del
plegamiento para una proteina monomérica de hasta 90 Kda. Los
mondmeros mayores pudieran ser unidos en dominios o quizas haya otros

factores (Langer et al.1992). Se sabe que en GroEL de Escherichia coli -
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se unen una o dos moléculas de proteina no plegada dentro de su cavidad
(Braig et al. 1993;Langer et al. 1992), probablemente en la conformacion de

un intermediario compacto (Martin et al.1991).

Se ha demostrado, al menos para Escherichia coli (Horwich et al.1993) que las
chaperoninas no son especificas para los polipéptidos cuyo replegamiento
asisten in vitro, ni tampoco que ellas incremente la tasa de plegamiento, solo

auxilian que este sea correcto. La cuestion entonces es:

¢{Como es posible para las chaperoninas asistir el plegamiento de una amplia
variedad proteinas frecuentemente muy diferentes, y por que son requeridos

dos componentes?.

La isomerizacion de las proteinas de un estado no plegado (U) a las formas
activas o nativas (N), usualmente involucran la formacion transitoria de

intermediarios del plegamiento (1).

La forma U es altamente inestable, por lo que rapidamente transita a una
forma termodinamicamente mas estable 1. Es probable que este estado

tenga un gran numero de residuos hidrofébicos expuestos en su superficie, y
consecuentemente las proteinas en este forma son menos solubles que en su
estado nativo N, y por lo tanto son muy propensas a formar agregados. Asi,

se ha propuesto que las chaperoninas reconozcan a las proteinas a plegar.
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Ademas es evidente que las proteinas en su estado nativo N, no parecen
interactuar con las chaperoninas, lo que sugiere que los motivos
estructurales que imparten reconocimiento a cpn60, son inaccesibles o no

estan presentes. En consecuencia esos motivos podrian ser accesibles solo en

la forma de intermediario I.

La exposicion de los residuos hidrofébicos es una caracteristica importante
de los intermediarios del plegamiento, y quizas ello permita a las
chaperoninas reconocer al substrato a plegar. Adicionalmente se ha sugerido
que las proteinas inapropiadamente plegadas son reconocidas por las
cadenas polares expuestas excesivamente desplegadas, en lugar de regiones
hidrofébicas (Hubbard y Sander,1991).

El papel de GroES en la modulacion de la funcion de GroEL es solo

parcialmente conocido.

GroES esta presente in vivo y es esencial para la viabilidad celular, y es
probable que este involucrado con GroEL en el plegamiento de las proteinas
en la célula. Cual es el papel exacto de GroES?.

Se han sugerido para GroES tres funciones basicas en la viabilidad celular

(Martin et al.1993), las cuales son las siguientes:

1) Estabiliza uno de los dos anillos de GroEL para darle alta afinidad para
ADP. Este es el estado donde se acepta a los polipéptidos parcialmente
plegados, la inhibicion de la hidrélisis de ATP cuando la proteina no es

plegada, reduce el desperdicio de ATP.
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2) El reacomodo de GroEL para el intercambio de ADP con ATP incrementa la
cooperatividad de subsecuentes hidrélisis de ATP.

El descubrimiento de que GroES, asi como GroEL unan ATP puede sugerir
que GroES lo done directamente a GroEL como parte del incremento de su

cooperatividad con GroEL.

3) GroES vuelve a unirse a GroEL cuando este tiene al polipéptido unido, esta
nueva asociacion evita al polipéptido ser liberado al medio antes de que sea

plegado totalmente.

Con estas y otras evidencias, Martin et al (1993), propusieron un mecanismo
qgue implica la interaccion repetida de ambas chaperoninas, en un fenémeno
dependiente de Mg/ATP. Esta interaccion es ciclica hasta que el polipéptido

alcanza su forma nativa. asi el modelo seria como sigue:

a) CroES se asocia asimétricamente a GroEL en uno de los anillos
confiriéndole alta afinidad para ADP. Asi el anillo opuesto presenta baja
afinidad para el nucledtido, la entrada de la proteina a plegar dispara la

disociacion de ADP en ambos anillos y activa la liberacion de GroES.

b) En ausencia de nucledtidos el substrato se une fuertemente a GroEL y la

afinidad para GroES es reducida, ausente el ATP el complejo es estable.
¢) Con la entrada de ATP, se debilita la interaccion entre GroEL y el

polipéptido, GroES se reutiliza en el anillo alterno de GroEL, produciendose

un complejo ternario,
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d) Simultaneamente o en etapas consecutivamente rapidas, la hidrélisis
cooperativa de ATP en ambos anillos causa la liberacién de la proteina,

permitiendo su plegamiento en la cavidad de GroEL.

e) Si el plegamiento es incompleto después de la hidrolisis de ATP, el
polipéptido se vuelve unir a GroEL, conteniendo ADP y GroES, continuando el
ciclo de plegamiento, cuando este finaliza, los polipéptidos que han sido

plegados obstruyen sus sitios de afinidad para GroEL saliendo de la cavidad.

Con base en estas evidencias, la chaperona puede poseer al menos dos
regiones consenso. Una de ellas seria la region que le confiere
reconocimiento a los sustratos a auxiliar, la otra seria la zona en la cual se
llevan a cabo las reacciones cooperativas de hidrélisis de ATP.
Adicionalmente se proponen otras regiones, estas también serian
importantes, una de ellas seria la regién en la cual interactuan cada uno de
los cilindros de la estructura cuaternaria, otra zona seria aquella en la cual
interaccionan las subunidades individuales. Ademas podria existir otra
region, cuya funcion podria ser como sitio de uniéon a la cochaperonina
(GroES).

En este trabajo se describen 5 zonas que hemos catalogado de alta

conservacion para las chaperoninas, las cuales podrian cumplir algunas de

esas funciones.
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Se ha sugerido que la chaperonina presenta dos conformaciones, una en la
cual se une fuertemente a la proteina no nativa, y débilmente a Mg-ATP, otra

en la cual se une firmemente a Mg-ATP, pero débilmente al sustrato.

En base a ello, Saibil y Wood (1993) sugieren para las chaperoninas un
modelo anfipatico. En este sentido, Jackson et al (1993), han propuesto que
el mecanismo de plegamiento transita por estas dos conformaciones, es asi
que el sustrato circula transitoriamente en la cavidad de GroEL, el cual alterna
alta y baja afinidad por dicho sustrato. Ellos proponen que la funcion de los
nucleotidos es proporcionar la energia para mantener esos cambios, hasta

que la proteina alcanza su estado nativo, y es liberada.

Por otra parte Martin et al (1993) utilizando azido-ATP marcado. revelaron un
dominio de unidén a los nucleotidos de 40K (residuos 153-531), usando la
misma técnica detectd una tirosina altamente conservada, sugiriendo que
este residuo tiene relacion a la union de los anillos de purina de los
nucledtidos. En base al anélisis de residuos altamente conservados realizado
aqui, proponemos que este aminoacido se encuentra en la posicion nimero
367, la que corresponde a la cuarta zona de alta conservacién, en la cual la
tirosina solo es sustituida por otro residuo aromatico (triptofano) en
Micobacterium tuberculosis (micotube). Ello sugiri6 a la cuarta zona de
conservacion, como el sitio donde probablemente se llevarian a cabo las

reacciones cooperativas.
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8 CONCLUSIONES
Relaciones evolutivas.

La presencia de proteinas relacionadas a las chaperoninas en los tres linajes
primarios (eucaria, arquea y eubacteria), indica de forma convincente que una
forma ancestral de esta proteina "chaperonina ancestral”, estuvo también

presente en el Gltimo ancestro universal.

La aparicion muy temprana de una proteina relacionada a las chaperoninas,
probablemente indica que esta desempefié una funcion fundamental, vital
para la forma de vida temprana. La funcioén de este grupo de proteinas como
"moléculas chaperonas”, asistiendo el plegamiento de cadenas polipéptidicas,
asi como su ensamble dentro de estructuras oligoméricas debié de haber

sido fundamental para esas condiciones de vida.

El dltimo ancestro comln probablemente muy primitivo, presentaba solo
funciones muy esenciales y en forma rudimentaria, en este contexto la
presencia de una proteina relacionada a las chaperoninas, pudiera haber
desempenado un papel plataforma, coadyuvando en forma general en estos
mecanismo metabdlicos, asi como en su evolucién hacia formas estructurales

y funcionales mas complejas.
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Por otra parte la funciéon de las chaperoninas como proteinas de choque
térmico, debieron quizas haber desempenado un importante papel en la

proteccion de las formas de vida primitivas (previniendo dafios ocasionados

por las altas temperaturas prevalecientes).

Los resultados sugieren un origen evolutivo comun. Sin embargo, estos
mismos datos también insinGan que, en contraste a el origen endosimbidtico
de las chaperoninas de cloroplasto y mitocondria (via eubacterias), la cpn60
de arqueabacteria pudieron haber descendido directamente del Gltimo

ancestro universal comin, y consecuentemente divergido de manera

diferente.

La cercana relacion observada en la similitud del las chaperoninas de
cloroplasto y mitocondria, con las de eubacterias aporta una evidencia
adicional sobre el origen, y la evolucion de estos organelos, especialmente
como un reflejo del origen evolutivo de ellos a través de eubacterias, hecho

que se estimas ocurrié aproximadamente al menos hace 1.9 X 10° millones

de anos (Gray y Doolittle,1982).



Estructura y funcion.

En base a los resultados anteriores, podemos concluir que de las 15 ¢pn60
analizadas, el 51.6% de los aminoacidos se conservan en forma general, y en
particular los residuos importantes en la prediccion de la estructura y
funcidn (tirosina y prolina), ademas existen regiones donde se puede apreciar
hasta el 90% de conservacion, una de las cuales coincide con el hecho de los
perfiles hidropaticos muy conservados. La estructura secundaria pertenece a
la categoria alfa-beta segin las predicciones de las caracteristicas vy

propiedades estructurales de esta proteina.

Por otra parte, se cree que las chaperoninas deben poseer al menos 5 zonas
estructural y funcionalmente conservadas. Desde este punto de vista el
descubrimiento de las zonas conservadas en la estructura primaria de las
chaperoninas podria ser relevante, dada la importancia del papel de estas

proteinas.

En este trabajo se ha propuesto que la cuarta de estas zonas sea el sitio
donde se lleva a cabo la conversién de conformaciones. Esto se basa en las
caracteristicas muy especiales que presenta esta regién. A las restantes
zonas no es posible asignar ninguna funcién, ni estructural ni funcional, por

lo que queda aqui la simple descripcion fisica de ellas.
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APENDICE

Una vez concluido este trabajo, en la revista NATURE, No 6498, Vol 371 del
13 de Octubre de 1994, aparecieron una serie de articulos dedicados a la
estructura y funcion de GroEL, en ellos se describe con cierto detalle la
estructura tridimensional y los dominios funcionales del péptido. Aqui

reproducimos algunos aspectos importantes de esos trabajos.
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The crystal structure of the bacterial
chaperonin GroEL at 2.8 A

Kerstin Braig ', Zbyszek Otwinowski'", Rashmi Hegde ', David C. Boisvert,
Andrzej Joachimiak™, Arthur L. Horwich™' & Paul B. Sigler'

" Department of Genetics and 3 Depaniment of Molecuiar Biopmysics and Blochemistry and ! Howard Hughes Medical Institute, Yale University
School of Medicine, Boyer Center, 285 Congress Avenue, New Haven, Connecticul 06510, USA

The crystal structure of Escherichia coli GroEL shows a porous cylinder of 14 subunits made
of two nearly 7-fold rotationally symmetrical rings stacked back-to-back with dyad symmetry.
The subunits consist of three domains: a large equatorial domain that forms the foundation of
the aSsembly at its waist and holds the rings together; a large loosely structured apical domain
that forms the ends of the cylinder; and a small slender intermediate domain that connects
the two, creating side windows. The three-dimensional structure places most of the mutation-
ally defined functional sites on the channel walls and its outward invaginations, and at the

ends of the cylinder. j
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Residues in chaperonin GroEL
required for polypeptide
binding and release

Wayne A. Fenton, Yechezkel Kashl®,
Krystyna Furtaki & Arthur L. Horwlch':

Depariment of Genetics and t Howard Hughes Medical Insiit

Yale University Schooi of Medicine, Boyer Center,

29:: Congress Avenus, New Haven, Conneciicut 06510, USA
* Present address: Depanment of Biciechriology, Technion Insiiate,

Haifa 32000, lsraet

1 To whom correspndence should be agdressed

CrarerONINS are ring-shaped protein compleses that are essential
in the cell, mediating ATP-dependent poly pepride folding in a vari-
ety of compartments' ™. Recent studics suggest that they function
through multiple rounds of binding and release of non-native pro-
teins: with each round of ATP-driven release into the bulk solution.
a substrate protein kinctically purtitions between folding to the

d——-T T T “"__._'_'3
]
LIARVEMLEGY VL J\D\V\\‘;‘_GPKGR_ VVLDY

T KAAKDURF

native state or rebinding to unother chaperonin molecule™™. To
eain further insight into the mechanism of poly peptide binding and
release by the chaperonin GroEL from Escherichia coli. we have
undertaken a mutational analysis that relates the functional prop-
crties of GroEL to its crystal structure”, Our functional tests iden-
tify a putative poly peptide-binding site on the inside surface of the
apical domain, facing the central channel, consisting of hydrupho-
bic residues. These same residues are essential for binding of the
cochaperonin GroES, which is required for productive poly peptide
release. A highly conserved residue, Asp 87, positioned within a
putative nucleotide-binding pocket in the top of the equatorial
domin, is essential for ATP hvdrolvsis and poly peptide release.
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Fra. 1 Aming-acid subsututions in GroEL are shown above the wila-
type amino-acid sequence. Secondary structure’ (coil for a-helix, arrow
for B-sheet) is indicaled by the overiine, coloured according to domain:
equatcrial, green; intermediate, blue; apical, rec. Residues conserved
in both Hsp60/GroEL and TF55/TCP1 chaperonin families are shown
in boid. Residues identical in at least 49 out of 50 compared HspE0/
GroEL sequences are shown on orange background,

METHODS. Fragments bearing site-directed mutations were procuced

614
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by PCR using as 1emplate a wiid-iype GroE operon, and substiluted
for the wild-type sequence in a lrc-eapression plasmid. For each
mutaiion, a restriction fragment bearing only the appropriate mutation
as confirmed by sequence analysis, was recloned. All mutations are
single-residue substitulions except for the following double mutants:
R13G/A126V, Gd%E;‘IQQZT E310A/K311A, E315A/D316A, G337/
I1349E, A3T70/V3TBE, E3BEA/KIS0A, K320A/K393A and GAl4n/
G4154.
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